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Apresenta^ao da Serie 


O ensino de Ciencias Farmaceuticas no Brasil vem sendo alvo de grande atengao e inumeras discussoes nos 
ultimos anos, o que gerou uma reformulagao da estrutura curricular do curso em ambito nacional. Tal medida visa a 
formagao de farmaceuticos competentes, sagazes, criticos, humanistas, com visao sistemica, preparados para 
trabalhar em equipe e comprometidos com a sociedade e a cidadania. 

A Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP), como referenda nacional e 
internacional de ensino, pesquisa e extensao universitarios, caracteriza-se ainda por seu comprometimento com o 
desenvoivimento sustentavel nas dimensoes cientifica, social e economica. Assim, a FCF-USP tem-se mantido 
atenta as transformagoes sociais, politicas e cientificas, alem de prestar contribuigao relevante nas areas de 
medicamentos, alimentos e nutrigao experimental, analises clinicas e toxicologicas, nas questoes de gestao 
ambiental, da farmacovigilancia, transgenicos, biotecnologia e biologia molecular, sem se descuidar da atengao 
farmaceutica. 

A criagao da Serie Ciencias Farmaceuticas e resultado de todo esse empenho e destina-se tanto a estudantes como 
a profissionais no ambito das Ciencias Farmaceuticas, com o objetivo de lhes fornecer fontes de estudo e pesquisa. 

Os profissionais envolvidos na elaboragao da Serie, como coordenadores e colaboradores, tern ampla capacitagao 
nas areas especificas de atuagao, estando aptos a competentemente abordar os temas, dada a sua larga experiencia 
profissional. 

Cada um dos assuntos tratados merece uma reflexao especifica, ainda que seja notavel a coerencia do conjunto, 
quanto a pertinencia dos temas, que atingem de forma gradual e progressiva os distintos ambitos das Ciencias 
Farmaceuticas. Oferecemos, assim, aqueles que as estudam e sobre elas se debrugam um rico material educacional, 
pelo qual sera possivel apreciar ou rever orientagoes relacionadas a saude e a areas correlatas. 

Durante todo o processo, desde o planejamento desta Serie ate a sua conclusao, manteve-se constante a 
colaboragao do agente literario Ramilson Almeida, cujo empenho nas atividades editoriais e no pleno conhecimento 
delas foi por nos amplamente reconhecido e valorizado. Deve ainda ser ressaltado o precioso apoio e incentivo da 
Editora Guanabara Koogan. 

A todos os participantes destes volumes, quero expressar minha efusiva gratidao e congratulagoes pela iniciativa 
e pela obra realizada. 


Professora Doutora Terezinha de Jesus Andreoli Pinto 

Diretora da Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da 
Universidade de Sao Paulo (FCF-USP) 



Apresenta^ao 


Toxicologia Analitica foi publicada pela primeira vez em 2008 e teve boa aceitagao pelos profissionais da area e 
por estudantes de cursos de graduagao e pos-graduagao em Farmacia e Bioquimica, o que nos motivou a langar esta 
segunda edigao. Soma-se a isto a carencia de livros em lingua portuguesa sobre o tema, ainda que o numero de 
publicagoes cientlficas nessa area seja imenso. 

A toxicologia analitica auxilia no diagnostico, prognostico, no tratamento e na prevengao de uma intoxicagao, por 
meio da detecgao, identificagao e quantificagao dos xenobioticos e/ou seus metabolites, ou de algum parametro 
bioquimico relacionado com a exposigao a esses toxicantes, em amostras biologicas ou outras relevantes. E o unico 
meio capaz de fornecer evidencia objetiva da natureza e da magnitude da exposigao a um composto particular ou a 
um grupo de compostos. As analises toxicologicas constituem campo multidisciplinar e multiprofissional, que 
exige conhecimentos em toxicologia, quimica analitica e quimica analitica instrumental. 

Nao pretendemos abordar todos os temas que embasam essa ciencia nem todos os metodos analiticos que tornam 
possivel sua aplicagao em campos tao diversos e com objetivos tao abrangentes; a capacidade e as condigoes dos 
diferentes laboratories de ensino no Brasil sao muito variaveis, desde laboratories mais simples ate os mais 
sofisticados, de nivel internacional. 

O objetivo principal do livro continua sendo apresentar um texto basico de introdugao as analises toxicologicas, a 
ser utilizado por docentes que ministram esta disciplina e pelos seus alunos, no ambito dos cursos de graduagao. 

Na impossibilidade de capacitar os discentes para desenvolver todos os tipos de analises toxicologicas, cabe aos 
professores escolher alguns procedimentos para dar aos alunos uma visao geral dessas analises, privilegiando a 
qualidade dos resultados. 

Nesta edigao, metodos simples, como a cromatografia em camada delgada, a mais sofisticados, como a 
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de massas sequencial, sao descritos, 
possibilitando ao docente escolher aqueles que possam ser desenvolvidos em seu laboratorio. O objetivo e ministrar 
aulas praticas que contemplem as diferentes areas de aplicagao das analises toxicologicas, uma vez que se 
desconhece a necessidade futura do aluno. Ensina-los a pensar e apreender o fundamental dessas analises e mais 
crucial do que desenvolver todas elas, mesmo porque este objetivo nao seria exequivel! 

Esta obra pode ser fonte de consulta para profissionais da area que tern o objetivo de rever conceitos basicos e 
consolidar entendimentos importantes para o desenvoivimento de suas carreiras. 

Sessenta pesquisadores participaram desta edigao, sendo escolhidos pela sua experiencia no tema abordado. Sem 
a colaboragao de todos seria impossivel a publicagao da obra. A eles, nossa gratidao. 

Os temas foram distribuidos em 4 partes, como na primeira edigao. Na Parte 1 sao descritos os fundamentos 
basicos das analises toxicologicas: as caracteristicas destas analises; os sistemas de qualidade em analises 
toxicologicas; a validagao do metodo analitico; a coleta, a conservagao o transporte e armazenamento de amostras. 
Na Parte 2 sao apresentadas as diversas areas de aplicagao das analises toxicologicas: analises de urgencia; analises 
forenses; analises de substancias psicoativas em condutores veiculares (novo); analise de substancias psicoativas 
e/ou metabolites em cabelo e fluido oral (novo); programas de prevengao e controle do uso de drogas de abuso no 
ambiente de trabalho; monitoramento biologico da exposigao ocupacional; monitoramento terapeutico; analise de 
contaminantes em alimentos; analise de contaminantes ambientais. Na Parte 3 sao descritas as principals tecnicas 
de preparo de amostras utilizadas nas analises toxicologicas: extragao liquido-liquido; microextragao em fase 
liquida (novo); extragao em fase solida; microextragao em fase solida; extragao em headspace ; e os principals 
processos de mineralizagao da materia organica. Ha ainda um capitulo que aborda, de modo sucinto, outras tecnicas 



de preparo de amostras de uso pouco frequente em analises de rotina, que tem sido utilizadas nos ultimos anos, 
tambem, em analises toxicologicas. Trinta e seis metodos de analise de toxicantes em materials diversos, sendo 17 
novos, estao descritos na Parte 4 e foram escolhidos entre os mais representatives, tanto em laboratories de 
prestagao de servigos quanto em aulas praticas de cursos de graduagao e afins. Os metodos sao apresentados de 
modo a facilitar seu desenvolvimento no laboratorio. Alem da descrigao pormenorizada do procedimento analitico, 
em cada capitulo tambem sao citadas a ocorrencia do toxicante ou do farmaco, a sua disposigao no organismo, a 
finalidade da analise, os parametros de validagao do metodo, a interpretagao dos resultados, e uma breve descrigao 
de outros metodos que sao usados na determinagao do analito. 

Gostariamos de salientar que as tecnicas apresentadas na obra sao as mais utilizadas e atuais por ocasiao da 
preparagao deste livro; porem, ha muitas outras para determinagao dos mesmos analitos e novos metodos analiticos 
sao publicados com frequencia. Essa dinamica torna alguns obsoletos, consequencia da evolugao tecnica e 
cientifica. Tambem atualizamos as homepages de acesso a determinadas references, mas vale lembrar que elas sao 
mutaveis ou podem ser indisponibilizadas com o tempo. 

Quatro capitulos foram suprimidos desta edigao. Essa iniciativa foi motivada pelo mesmo norteamento que nos 
levou a inserir novos capitulos: oferecer ao lei tor/consul tor conceitos, informagoes e metodos atualizados, 
objetivando a equiparagao do ensino e da pratica profissional com a evolugao tecnica e cientifica da toxicologia 
analitica. 

Convidamos para fazer o prefacio desta edigao o eminente Professor Doutor Dermeval de Carvalho, reconhecido 
por sua ampla experiencia no campo das analises toxicologicas e a quern a toxicologia brasileira deve parte de sua 
divulgagao e seu reconhecimento por instituigoes diversas, incluindo orgaos governamentais. Teve, ainda, um papel 
significativo na formagao de recursos humanos para a area, e em atividades de pesquisa voltadas as analises 
toxicologicas. 

Estamos receptivas as sugestoes dos leitores para melhorar e ampliar os assuntos abordados neste livro; para 
isso informamos nossos e-mails de contato - rlmoreau@usp.br (Regina Lucia de Moraes Moreau) e 
mepbsl@gmail.com (Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira) -, e esperamos que ele seja o instrumento para 
alcangarmos nosso principal objetivo junto aos docentes, discentes e profissionais que desenvolvem atividades 
relacionadas com analises toxicologicas. 


As autoras 



Prefacio 


No langamento da primeira edigao de Toxicologia Analitica - criagao da serie Ciencias Farmaceuticas, em 2008 
-, a Professora Doutora Terezinha de Jesus Andreoli Pinto se manifestou quanto a importancia da obra, definindo-a 
como abrangente e de notavel pertinencia, corroborando o prefacio escrito com sapiencia pelo Professor Titular 
Jorge Mancini Filho. 

Os argumentos solidos de Paul Tough demonstram que “nao sao as notas altas a melhor garantia de sucesso, mas 
sim a determinagao, a curiosidade e a persistencia e que essas qualidades podem ser ensinadas”. Certamente os 
adjetivos para o sucesso, acima referidos, sustentaram o longo trabalho desenvolvido pelas Professoras Doutoras 
Regina Lucia de Moraes Moreau e Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira, voltado a execugao da primeira edigao 
da obra e agora da segunda. Organizaram-se, sairam a campo, frrmaram parcerias com 60 colaboradores e, com 
eles, construiram um pilar de excelencia que possibilitou a conclusao, com exito, desta edigao de Toxicologia 
Analitica. 

Esta edigao mantem a mesma estrutura: 4 partes, compostas por 49 capitulos, incluindo-se, entre eles, 13 novos. 
As informagoes cientificas mostram a importancia e a aplicagao da toxicologia analitica, praticamente, em todas as 
areas das Ciencias Toxicologicas. Com certeza esse crescimento esta intrinsecamente associado a formagao de 
recursos humanos, integragao multiprofissional e disciplinar, ao apoio recebido dos orgaos de fomento a pesquisa 
na modernizagao dos laboratories de toxicologia, atualmente bem mais proximos instrumentalmente dos congeneres 
existentes em paises desenvolvidos. 

As 4 partes estao plenamente integradas. A Parte 1 aborda com propriedade tecnica e cientifica uma serie de 
parametros que, sem duvida, deve conferir irrestrita credibilidade ao resultado obtido em uma analise toxicologica, 
independentemente de sua finalidade, referencial quando se trata de norma regulatoria. 

A Parte 2 e constituida por 9 capitulos, nos quais torna possivel ao toxicologista buscar a sua aptidao em areas da 
Toxicologia Social (analises forenses, analises de substancias psicoativas em condutores veiculares e de substancias 
psicoativas e/ou metabolites em cabelo e fluido oral, programas de prevengao e controle do uso de drogas no 
ambiente de trabalho), Toxicologia Ocupacional (monitoramento biologico da exposigao ocupacional), Toxicologia 
Clinica (monitoramento terapeutico, analises de urgencia), Toxicologia de Alimentos (analise de contaminantes em 
alimentos) e Toxicologia Ambiental (analise de contaminantes ambientais). 

A Parte 3, com 8 capitulos, inicia-se pelos principios fundamentals para o preparo de amostras; em seguida 
discute tecnicas de grande valia as analises toxicologicas, abordando: extragao liquido-liquido, headspace, extragao 
e microextragao em fase solida, microextragao em fase liquida, processos de mineralizagao da materia organica e 
outros metodos de preparo de amostras. 

A Parte 4, com 28 capitulos, trata dos metodos de analise empregados em areas da Toxicologia Clinica 
(salicilemia, anticonvulsivantes, metoprolol/alfa-hidrometoprolol, bussulfano, analise toxicologica sistematica de 
farmacos, fluoxetina e norfluoxetina, paracetamol, fenobarbital, metemoglobinemia), Toxicologia de Alimentos 
(aflatoxinas, antibioticos, glicosidios cianogenicos, mercurio, arsenio, nitrates e nitrites), Toxicologia Ocupacional 
(acido trans,trans- muconico, chumbo, atividade da A-aminolevulinico desidratase, acido A-aminolevulinico, 2,5- 
hexanodiona, acidos hipurico e metilhipurico, atividade de colinesterases), Toxicologia Social ( Cannabis sativa, 
canabinoides, cocaina e metabolites, etanol, forato, carbofuram e aldicarbe), Toxicologia Ambiental (inseticidas 
organofosforados, mercurio, anatoxina-a). 

Parabenizo a todos os colaboradores pelo trabalho desenvolvido. 

A medida que tomava conhecimento do conteudo apresentado nesta 2 a edigao, encontrava-me com colaboradores 



conhecidos, amigos, os quais me fizeram relembrar momentos agradaveis, casuais e academicos. Entre eles estao: 
Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira, Regina Lucia de Moraes Moreau, Irene Videira de Lima, minlia primeira 
orientada, Ovandir Alves Silva, Edna Maria Alvarez Leite, Felix Guillermo Reyes Reyes, Elizabeth de Souza 
Nascimento, Regina Helena Costa Queiroz, Myriam Clara Salvadori, Maria Zilda Nunes Carrazza, Vera Lucia 
Lanchote, Maria Eugenia Costa Queiroz, Alice Aparecida da Matta Chasin, Ana Maria Itinose, Isarita Martins, 
Flavia Valladao Thiesen, Jose Salvador Lepera, Maria de Fatima Menezes Pedrozo e Maria Paula Marques Pereira. 

Dirijo-me agora aos novos colegas, esperangoso de que eles sempre estejam presentes, ativos e participativos no 
desenvoivimento da Toxicologia do seculo 21. Certamente oportunidades nao me faltarao para cumprimenta-los e 
juntos celebrarmos uma nova e duradoura amizade. 

Para finalizar, declaro o meu respeito as Professoras Doutoras Regina Lucia de Moraes Moreau e Maria Elisa 
Pereira Bastos de Siqueira pelo legado deste patrimonio as Ciencias Toxicologicas. 


Ribeirao Preto, maio de 2014 


Professor Doutor Dermeval de Carvalho 

Professor Titular de Toxicologia da Faculdade de 
Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto 
da Universidade de Sao Paulo 
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Capitulo 1 

Caracteri'sticas das Analises Toxicologicas 


Regina Lucia de Moraes Moreau ♦ Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira 


Introducao 


Em nossa sociedade, estamos expostos a um incontavel numero de xenobioticos (substancias estranlias a um 
organismo) com as mais diversas estruturas quhnicas, como praguicidas, farmacos, contaminantes ambientais e de 
alimentos, potencialmente toxicos ao homem, aos animais e ao macroambiente. 12 

Nesse panorama, a toxicologia analitica se sobressai pelo proposito de auxiliar no diagnostico, prognostico, 
tratamento e prevengao de uina intoxicagao, por meio de detecgao, identificagao e quantificagao dos xenobioticos 
e/ou seus metabolites, ou de algum parametro bioquimico relacionado com a exposigao a esses toxicantes, em 
amostras biologicas ou outras relevantes. A importancia da toxicologia analitica esta no fato de ser o imico meio 
capaz de fornecer evidencia objetiva da natureza e magnitude da exposigao a um composto particular ou a um grupo 
de compostos. 3 ' 4 

A desafiante tarefa do toxicologista analitico consiste em selecionar um procedimento analitico confiavel, capaz 
de detectar, diferenciar tais compostos (dentre outros similares) e identifica-los e/ou quantifica-los em um tempo 
razoavelmente curto, com adequada interpretagao toxicologica e farmacologica desse resultado. O analista deve 
considerar que a disponibilidade da amostra geralmente e limitada, e as substancias de interesse toxicologico podem 
estar presentes em quantidades infimas em matrizes biologicas complexas. Portanto, uma etapa fundamental e a 
escolha de uma apropriada preparagao da amostra antes da analise instrumental, com o intuito de isolar e concentrar 
os componentes de interesse. Quanto aos procedimentos analiticos, alem de sensiveis, devem ser altamente 
especificos, pois a maioria dos analitos nao e conhecida previamente, e muitos outros xenobioticos ou biomoleculas 
endogenas podem interferir na detecgao. Alem disso, nao basta apenas estabelecer a presenga de substancias 
toxicas; e importante, tambem, estabelecer a ausencia de outras substancias relevantes. Para que as analises 
toxicologicas possam, de fato, produzir resultados confiaveis, e necessario que o laboratorio implante um sistema 
de gar anti a de qualidade . 12,5 



No passado, a toxicologia analitica era quase exclusivamente aplicada aos casos post-mortem e aos de pacientes 
intoxicados, com a intengao de identificar o agente quimico responsavel pelo evento ocorrido. No entanto, no 
decorrer dos anos, o campo de aplicagao da toxicologia ampliou-se substancialmente; 6 ' 7 alguns exemplos serao 
descritos a seguir. 

■ Analises forenses 


As analises toxicologicas forenses sao realizadas com propositos legais, com o principal objetivo de detectar e/ou 
quantificar qualquer agente quimico que possa ter nexo causal com a rnorte ou com danos infligidos ao homem, 





patrimonio ou ao meio ambiente. 1 

Classicamente, as analises toxicologicas forenses sao realizadas em material post-mortem quando ha suspeita de 
morte subita ou violenta ou na averiguagao de uma intoxicagao letal. Como muitos agentes toxicos nao produzem 
quaisquer lesoes patologicas caracteristicas, 1,8 somente a realizagao das analises toxicologicas pode comprovar a 
presenga de uma substancia quimica nos tecidos e fluidos coletados, a fim de possibilitar que o legista confirme que 
a causa da morte tern relagao com o agente toxico. Assim, as analises toxicologicas contribuem decisivamente em 
uma investigagao criminal. 

As analises toxicologicas forenses tambem podem ser realizadas em amostras biologicas coletadas de individuos 
vivos (como as vitimas de agressao ou os responsaveis por ela). Algumas substancias psicoativas (p. ex., etanol, 
benzodiazepinicos) frequentemente sao utilizadas como facilitadoras de crimes, principalmente os de violencia 
sexual, mas tambem sao utilizadas para dominar a vitima em roubos e sequestros, para que ela nao seja capaz de 
evitar o ato ou de se defender contra o agressor. 

O consumo de bebidas alcoolicas, cannabis, estimulantes e ate mesmo alguns medicamentos prescritos, como 
benzodiazepinicos, pode causar prejuizos nas fungoes cognitivas e psicomotoras, comprometendo a capacidade de 
dirigir com seguranga, por exemplo. Como consequencia, condutores de veiculos sob o efeito de substancias 
psicoativas provocam maior numero de acidentes de transito, nao raro com vitimas fatais; 3 7 portanto, a analise de 
substancias psicoativas nesses casos e outra area de aplicagao da toxicologia forense. 

De acordo com a Lei n 2 12.760, de 20/12/2012 9 e a Resolugao Contran n 2 423, de 23/01/2013, 10 considera-se 
infragao gravissima a comprovagao de qualquer concentragao de alcool no sangue do condutor, que sofrera 
penalidades administrativas se a quantidade encontrada for ate 0,6 g/f. Com concentragoes sanguineas iguais ou 
superiores a esse valor, o condutor sofrera tambem penalidades criminais, alem das administrativas. Os condutores 
flagrados sob o efeito de outras substancias psicoativas que determinem dependencia, independentemente da 
concentragao delas, tambem serao enquadrados nessa legislagao. 

As substancias que aumentam o desempenho esportivo, violam o espirito do esporte (agentes mascarantes) ou 
apresentam potencial risco a saude do atleta sao conliecidas como doping e sao de uso proibido pelos orgaos 
desportivos mundiais. Portanto, a analise dessas substancias, visando ao controle da dopagem, tambem tern 
finalidade forense. Na maioria dos casos e uma analise qualitativa; no entanto, para alguns compostos, e necessario 
fazer a quantificagao, pois e permitida uma concentragao maxima; acima do valor permitido, e considerado doping. 
A Agenda Mundial Antidoping (AMA) publica anualmente, no dia l 2 de janeiro, uma lista atualizada das 
substancias proibidas e das concentragoes limites, quando for o caso. 

No Brasil, conforme legislagao esportiva vigente (Art. 2 2 da Resolugao n 2 36, de 01/11/2013 do Ministerio do 
Esporte), 11 as Normas de Controle de Dopagem serao aquelas previstas no Codigo Mundial Antidopagem, 17 na 
redagao constante do Decreto Legislative n 2 306/2007, as quais serao passiveis de modificagao, exclusivamente, por 
ato do Conselho Nacional do Esporte. 

O controle da dopagem tambem e realizado em cavalos de corrida, e a legislagao e rigorosa para assegurar o bem- 
estar e a saude dos animais. De acordo com o Codigo Nacional de Corridas, 13 sao consideradas substancias 
proibidas aquelas incluidas na relagao elaborada pelos orgaos de repressao a dopagem de cada entidade, com base 
nas recomendagoes de autoridades intemacionais de controle de dopagem. A lista de substancias proibidas e 
bastante extensa, pois contempla substancias quimicas capazes de alterar efetiva e/ou potencialmente o rendimento 
do animal por ocasiao da corrida. Para efeito de penalidades, as substancias proibidas constantes nessa relagao 
dividem-se em quatro grupos: 

• Grupo I: substancias que agem nos sistemas nervoso, cardiovascular, respiratorio, reprodutor e endocrino, bem 
como secregoes endocrinas e substancias sinteticas relacionadas 

• Grupo II: substancias que agem nos sistemas renal, sanguineo e musculoesqueletico, bem como analgesicos, 
antipireticos e anti-inflamatorios 

• Grupo III: substancias que agem nos sistemas digestivo e imunologico (com excegao de vacinas autorizadas), 
bem como anti-infecciosos (com excegao daqueles com agao exclusivamente antiparasitaria) e substancias 
citotoxicas 

• Grupo IV: veiculos de medicamentos, destituidos de qualquer atividade farmacologica. 


As analises forenses tambem se ocupam da identificagao e analise de diversos grupos de drogas submetidas a 
fiscalizagao internacional em materials nao biologicos suspeitos apreendidos como fragmentos vegetais, 
comprimidos e capsulas, pos e liquidos. 

■ Analises de urgencia 

As analises toxicologicas de urgencia auxiliam no diagnostico e prognostico das intoxicagoes agudas, bem como 
no monitoramento da eficiencia da destoxificagao, na indicagao de uma conduta terapeutica mais agressiva e no 
diagnostico diferencial. Sua principal caracteristica e a exigencia de realizagao a curto prazo de tempo, de 4 a 24 h, 
no maximo. 14 

A maioria dos pacientes intoxicados pode ser tratada com sucesso, sem qualquer contribuigao do laboratorio 
toxicologico. Sao aqueles casos em que nao ha duvida sobre o agente toxico envolvido ou quando os resultados de 
uma analise quantitativa nao afetam a terapia. No entanto, para alguns farmacos, e importante determinar a 
concentragao serica rapidamente, pois o nivel plasmatico se correlaciona com a gravidade da intoxicagao e/ou 
influencia a decisao terapeutica. Para esses farmacos, o conhecimento da concentragao serica e decisivo; por 
exemplo, para iniciar uma terapia de antidoto especifico, como a administragao de N-acetilcisteina, na intoxicagao 
por paracetamol, ou azul de metileno, nos casos de metemoglobinemia. A concentragao serica tambem pode indicar 
a adogao de uma terapia ativa de eliminagao do farmaco. No caso, por exemplo, de uma intoxicagao salicilica, 
dependendo da salicilemia encontrada, juntamente com a avaliagao clinica realizada pelo medico, a indicagao pode 
ser para uma alcalinizagao da urina ou hemodialise. 1 

As analises de urgencia tambem podem ser uteis no caso de um diagnostico diferencial; se um paciente esta em 
coma, por exemplo, e fundamental identificar a etiologia, pois pode ser devido a causa traumatica ou alcoolica, o 
que direciona a conduta a ser seguida. 

■ Monitoramento da exposigao ocupacional 

Muitas substancias quimicas, entre outros agentes, podem contaminar o ambiente de trabalho e expor os 
trabalhadores a seus efeitos nocivos. As analises de monitoramento - atividades relacionadas com o estado de 
saude, sistematicas, continuas ou repetitivas - visam a prevengao de efeitos adversos a saude de trabalhadores 
expostos as substancias quimicas. 

Essas analises podem ser realizadas por meio dos monitoramentos ambiental e biologico. 

No monitoramento ambiental (MA), sao analisadas as substancias presentes, sobretudo na atmosfera do ambiente 
de trabalho, e tern por finalidade avaliar o risco que tais compostos podem apresentar a saude, por meio do 
cotejamento dos seus resultados com os limites de exposigao. No Brasil, esses limites sao denominados limites de 
tolerancia (LT) e forarn estabelecidos pela Portaria n- 3.214 do Ministerio do Trabalho e Previdencia, em dezembro 
de 1978, Norma Regulamentadora n- 15, anexo ll; 16 os valores de LT sao utilizados na caracterizagao da 
insalubridade do ambiente. 

As analises de MA sao periodicas e devem ser realizadas com frequencia semestral, anual ou bianual, conforme a 
toxicidade da substancia quimica considerada, a variabilidade dos resultados, as condigoes de trabalho, entre outros 
criterios. 

No monitoramento biologico (MB), as analises sao realizadas em material biologico - comumente urina, sangue 
ou ar exalado - dos trabalhadores expostos as substancias quimicas; objetivam avaliar a intensidade da exposigao e 
o risco a saude por comparagao de seus resultados com os limites biologicos de exposigao. No Brasil, esses limites 
sao denominados de indice biologico mciximo permitido (IBMP), estabelecidos por norma legal desde 1983, cujos 
valores foram atualizados pela Portaria n- 24, de 29 de dezembro de 1994. 1 

Nao apenas a substancia quimica inalterada e analisada na MB; algumas vezes e seu metabolito(os); em outras, e 
um produto de uma interagao entre o xenobiotico e algum alvo celular ou molecular, ou ainda, outro parametro 
biologico alterado, como a atividade enzimatica, desde que tenha correlagao com a intensidade da exposigao 
ocupacional e/ou efeito biologico da substancia. Os parametros analisados na MB sao chamados de bioindicadores 
ou biomarcadores, de diferentes tipos e significagoes: bioindicadores de dose interna, de efeito e de suscetibilidade. 

Assim, na MB da exposigao ao chumbo inorganico sao utilizados varios bioindicadores, tais como: chumbo no 
sangue, indicador de dose interna, de exposigao recente; chumbo plasmatico livre, indicador de dose biologicamente 


efetiva; atividade da enzima delta-aminolevulmico desidratase e do acido delta-aminolevulinico em urina, 
indicadores de efeito; chumbo na urina, apos tratamento do individuo exposto com quelantes, indicador de dose 
interna, de bioacumulagao, entre outros. 

Entre os bioindicadores de suscetibilidade, de introdugao mais recente, e possivel citar aqueles relacionados com 
o polimorfismo de nucleotidios simples de enzimas ligadas a biotransformagao de xenobioticos, como isoenzimas 
do citocromo P450, da glutationa-S-transferase etc. 

A periodicidade e a interpretagao da MB dependem de diversos fatores, principalmente dos teores encontrados na 
matriz biologica - individuals ou em base de grupo -, da toxicidade do agente quimico, da variabilidade 
interindividual do bioindicador, de fatores intercorrentes que podem afetar os seus resultados, dentre outros. 

Os monitoramentos ambiental e biologico sao considerados atividades complementares, cujos resultados visam 
sempre a prevengao das intoxicagoes oriundas do ambiente de trabalho. 

■ Monitoramento terapeutico 

O monitoramento terapeutico de farmacos (TDM, therapeutic drug monitoring ) tern como objetivo a 
individualizagao da posologia para um determinado paciente, no sentido de otimizar a eficacia terapeutica com um 
minimo de efeitos toxicos. 1 8 

O monitoramento terapeutico e aplicado para um pequeno numero de farmacos, tais como teofilina, digoxina, 
antimicrobianos, anticonvulsivantes, antidepressivos triciclicos e imunossupressores, entre outros. Esses farmacos 
apresentam algumas caracteristicas em comum que justificam a indicagao para o monitoramento, tais como a 
existencia de uma correlagao entre a concentragao plasmatica e o efeito farmacologico no local de agao, indice 
terapeutico estreito (ou seja, concentragoes terapeuticas proximas das toxicas) e elevada variabilidade intra e 
interindividual em sua cinetica. Ou seja, alguns pacientes em terapia com esses farmacos respondem abaixo da 
janela terapeutica, enquanto outros necessitam de concentragoes acima desta. De igual modo, ha aqueles que 
manifestam efeitos toxicos em concentragoes terapeuticas. 18 

Alem da determinagao sanguinea, e fundamental o conliecimento sobre a farmacocinetica de cada farmaco em 
questao e os fatores que a modifrcam para otimizar a eficacia do monitoramento, diminuir o tempo de resposta e 
melhorar a qualidade de vida do paciente. 1 

■ Monitoramento da abstinencia ao uso de substancias psicoativas 

Durante o tratamento da dependencia de drogas de abuso, e muito importante monitorar a adesao do paciente ao 
tratamento, verificando se o mesmo esta sofrendo alguma recaida. 

Nesse contexto, a analise de substancias psicoativas em amostras biologicas, tais como urina, cabelo e fluido 
oral, tern papel fundamental, pois e a unica maneira de confirmar se o paciente esta, de fato, mantendo a abstinencia 
durante o seu tratamento. A urina e o fluido oral sao indicados para verificar o uso recente; a urina fornece a 
evidencia do consumo nos ultimos 2 a 4 dias aproximadamente, enquanto o fluido oral, de 6 a 24 h. A analise do 
cabelo e realizada para investigagao do consumo pregresso; uma amostra, por exemplo, pode indicar perfil de uso 
ou abstinencia durante os ultimos 3 meses da col eta. 11 

■ Analises para verificar a exposi^ao as drogas de abuso no ambiente de trabalho 

Diante do grande numero de acidentes de trabalho, queda da produtividade e custo anual relativo aos 
profissionais usuarios de drogas de abuso, somado ao risco a vida e a saude, as empresas tern implementado 
Programas de Prevengao e Controle do Uso de Drogas. Apolitica desses programas visa a prevengao e a dissuasao 
ao uso de drogas de abuso (p. ex., cocaina, cannabis, anfetaminas, entre outras), bem como a assistencia ao 
funcionario (tratamento, recuperagao e reinsergao social). Nesses programas, e imprescindivel a realizagao das 
analises toxicologicas, visto que constitui evidencia objetiva para identificar o usuario. E um bom metodo para 
coibir o uso de drogas de abuso no ambiente de trabalho, pois a realizagao desses exames e a principal motivagao 
para o nao consumo. Pesquisas mostram nao ser suficiente o empregador declarar que o uso de droga de abuso nao 
sera tolerado, treinar supervisores para identificar seu uso ou informar sobre prejuizos que causam, pois tais 
medidas nao evitam que os funcionarios utilizem essas substancias. 20 


■ Analises de alimentos 


As analises toxicologicas dos teores de residuos, contaminantes ou, ainda, substancias naturalmente presentes em 
alimentos, tem como objetivo avaliar se esses produtos podem ser ingeridos de maneira segura, sem apresentar 
risco a saude da populagao, com base em indices de seguranga padronizados. Em geral, sao estabelecidos limites 
maximos aceitaveis de residuos toxicos nos alimentos consumidos. Desse modo, sao estabelecidos valores de 
ingestao diaria aceitavel (IDA), que representam uma estimativa da quantidade de um determinado residuo no 
alimento, que pode ser ingerida diariamente durante toda a vida, sem risco apreciavel para a saude. 

Nesse sentido, o uso indiscriminado de praguicidas pode ter implicagoes na saude humana devido a presenga de 
residuos dessas substancias acima de limites estabelecidos; ou, ainda, da utilizagao de produtos nao permitidos para 
uma determinada cultura. Os metais pesados, como o mercurio e o arsenio e as bifenilas policloradas (PCB), sao 
exemplos de contaminantes universais encontrados em alimentos, em razao de seu vasto uso e presenga no meio 
ambiente. Outros contaminantes de interesse toxicologico incluem as micotoxinas (produzidas por fungos), tais 
como as aflatoxinas, provenientes de uma contaminagao ambiental; os nitratos e nitritos, adicionados 
intencionalmente na cura da carne ou naturalmente presentes; e os residuos de medicamentos veterinarios, como os 
antimicrobianos e antiparasitarios. Existem, ainda, as substancias naturalmente presentes em alimentos, como os 
glicosidios cianogenicos, encontrados em varias familias de vegetais, que liberam acido cianidrico no meio acido do 
estomago. 

■ Analises de amostras ambientais 

Estas analises tem o objetivo de identificar e quantificar agentes quimicos presentes no macroambiente - ar, agua 
e, algumas vezes, solo - nocivos a saude humana e de outros seres vivos. O objetivo primordial dessas analises e o 
monitoramento dos teores de possiveis toxicantes no ambiente, visando a prevengao de seus efeitos nocivos. As 
analises toxicologicas de contaminantes ambientais possibilitam a identificagao das fontes de poluigao, do 
significado da contaminagao para os seres vivos e se os teores encontrados podem ou nao ser considerados de risco, 
por sua comparagao com os limites de seguranga estabelecidos pelas diferentes organizagoes intemacionais etc. 

O tipo de contaminantes ambientais e extremamente diverso, pois a poluigao provem de diferentes fontes: 
domesticas, urbanas, agricolas e industrials. Alem disso, contaminantes ambientais tem o agravante de expor, quase 
sempre, grande numero de seres vivos, com diferentes suscetibilidades; e uma exposigao incidental a inumeraveis 
agentes potencialmente perigosos que podem causar efeitos nocivos a curto, mas, principalmente, dificeis de serem 
previstos a longo prazo. 

As varias classes de contaminantes encontrados no ambiente incluem, entre outras: metais pesados, como 
mercurio, chumbo, cadmio, cromo etc.; praguicidas, alguns com elevada persistencia no ambiente, como os 
derivados organoclorados; hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como naftaleno, fenantreno, benzopirenos etc.; 
compostos organicos volateis (VOC, volatile organic compounds ), numerosos, variados e onipresentes, oriundos de 
fontes naturais e antropogenicas, como metano, isopreno, ozonio, vapores de solventes etc.; material particulado, 
sendo os de maior importancia os aerodispersoides que permanecem na atmosfera por longos periodos e podem 
contaminar areas distantes das fontes poluidoras; agentes biologicos, como micotoxinas e toxinas de bacterias. 

Agente toxico a ser pesquisado 

E de fundamental importancia o conhecimento da natureza da toxicocinetica e da toxicodinamica do agente toxico 
a ser pesquisado, uma vez que todos esses fatores em conjunto interferem no procedimento analitico a ser adotado. 

Com relagao a natureza (estado fisico e de suas propriedades quimicas), os toxicantes podem ser classificados 
em gases volateis inorganicos e organicos nao volateis. 13 

Gases sao substancias que, nas condigoes normals de temperatura e pressao, permanecem apenas no estado 
gasoso. Substancias volateis geralmente se encontram na forma liquida nas condigoes normals de temperatura e 
pressao, mas devido a sua alta pressao de vapor, vaporizam-se facilmente na temperatura ambiente, passando do 
estado liquido para o estado de vapor ou gasoso sem necessidade de aquecimento. 

O monitoramento ambiental de gases e vapores de importancia toxicologica, como dioxido de nitrogenio (N0 2 ), 
dioxido de enxofre (S0 2 ) e compostos organicos volateis, geralmente e realizado por meio de amostradores 



passivos, que sao dispositivos que aproveitam apropriedade de difusao molecular dessas substancias. 21 Assim, nas 
analises de monitoramento ambiental da exposigao ocupacional, amostras de ar ambiente sao coletadas por meio de 
coletores estaticos ou individuals, estes de maior significance, e sao analisadas, principalmente, por cromatografia 
gasosa ou cromatografia liquida de alta eficiencia. A tecnica mais apropriada para determ inagao de compostos 
volateis e a cromatografia em fase gasosa. A separagao da matriz pode ser feita por meio de microextragao em fase 
solida por headspace ou simplesmente por headspace . 1 

No grupo dos inorganicos, entre os metais de importancia toxicologica, estao incluidos chumbo, mercurio, 
arsenio e cadmio. Apresentam riscos ocupacionais ou ambientais e podem ser contaminantes diretos dos alimentos. 

Os metais podem ser separados da matriz por decomposigao da materia organica, geralmente empregando 
metodos por via seca (oxidagao termica) ou umida (oxidagao quimica); nos ultimos anos, tern sido empregada a 
combustao induzida por forno de micro-ondas. Os principals metodos para a quantificagao desses metais sao 
espectrofotometria de absorgao atomica, com chama ou forno de grafite. Alem disso, pode ser utilizada a 
espectrometria de emissao optica com plasma indutivo e, ultimamente, a espectrometria de massa acoplada a plasma 
indutivo, que pode dispensar a preparagao da amostra. 1 

Os organicos nao volateis constituem o grupo mais numeroso de substancias, que podem ser encontrados por 
exposigao ocupacional, ambiental, aos alimentos, as drogas de abuso, aos farmacos utilizados na terapia 
medicamentosa e aos produtos naturais. Podem ser classificados como acidos, bases, compostos neutros e 
anfoteros, extraidos e identificados/quantificados por uma variedade de procedimentos e tecnicas. 1 

O conhecimento da toxicocinetica e toxicodinamica do analito e importante para saber de que maneira (inalterada, 
biotransformada ou conjugada) vai ser encontrado na amostra a ser analisada e tambem se produzira alteragoes 
bioquimicas e hematologicas. 

Consideragoes quanto a amostra 

A selegao da amostra a ser pesquisada depende da finalidade da analise, da natureza quimica, forma e 
concentragao do analito ou do indicador que se pretende reconhecer ou quantificar. 

O sangue (plasma, soro) e a amostra de escolha para a quantificagao do analito, pois geralmente possibilita a 
correlagao dos niveis encontrados com os efeitos farmacologicos observados, fato que nao ocorre com a urina, 5 
portanto tambem e a a amostra de escolha para o monitoramento terapeutico. Nos casos de suspeita de uso de 
substancias psicoativas por condutores veiculares, o sangue tambem e a amostra indicada para verificar se o 
motorista esta dirigindo sob o efeito. O sangue, tanto periferico como cardiaco, tambem e a amostra preferivel nas 
analises toxicologicas post-mortem, com a ressalva de que, sempre que possivel, seja coletado o sangue periferico 
(p. ex., veia femoral), pois o cardiaco pode estar contaminado com os analitos provenientes do conteudo gastrico ou 
tecidos adjacentes, superestimando o resultado. 722 

A urina tern menos importancia para uma interpretagao quantitativa, pois a concentragao do analito pode variar 
consideravelmente conforme o estado de hidratagao do organismo e do pH urinario. Por outro lado, apresenta uma 
concentragao de farmacos e/ou produtos de biotransformagao relativamente alta, alem de ser uma amostra nao 
invasiva. Por esses motivos, e considerada a matriz de eleigao para procedimentos de triagem (por imunoensaios ou 
tecnicas cromatograficas), particularmente triagem e identificagao de xenobioticos “desconliecidos”, como nas 
analises de controle da dopagem ou nas de urgencia, para o auxilio do diagnostico de uma intoxicagao aguda.'' A 
urina tambem e a amostra de preferencia adotada nos programas para detecgao das drogas ilicitas para verificar a 
exposigao as drogas de abuso no ambiente de trabalho e no monitoramento biologico ocupacional. 

O ar alveolar ou exalado e uma amostra bastante utilizada para verificar se um individuo esta dirigindo sob o 
efeito de etanol, pois a concentragao de etanol no ar expirado corresponde a aproximadamente 2.100 vezes menos 
que no sangue. Esta amostra tambem e empregada no monitoramento biologico da exposigao ocupacional a 
solventes diversos; o bioindicador e o solvente inalterado eliminado no ar exalado, mais especifico da exposigao 
que seus metabolites excretados na urina. Assim, o tolueno no ar exalado e bioindicador mais especifico que o 
acido hipurico, seu principal metabolite, em urina. 

O fluido oral (saliva) e uma amostra de coleta nao invasiva e nao constrangedora que pode ser empregada para 
verificar se um individuo esta sob a influencia de uma droga de abuso, uma vez que seu periodo de detecgao e de 



poucas horas, entre 6 e 24 h. 

O cabelo e uma amostra indicada quando se pretende detectar a present;a de substancias psicoativas por um 
periodo prolongado, de semanas a meses. Como o cabelo cresce aproximadamente 1 cm por mes, a partir da analise 
de fragmentos medindo 1 cm de comprimento, e posslvel verificar o historico de consumo ou abstinencia do 
usuario. Dessa maneira, uma das principals aplicagoes da analise de substancias psicoativas no cabelo e no processo 
de tratamento e reabilitagao de usuarios e no monitoramento da abstinencia. Outra aplicagao e como marcador 
efetivo da avaliagao da exposigao fetal a drogas de abuso em consequencia das maes usuarias, juntamente com o 
meconio (primeiras fezes do recem-nascido). Em casos post-mortem, e uma amostra indicada quando ha suspeita de 
exposigao a longo prazo por metais pesados, tais como arsenio ou chumbo, e de mortes relacionadas com drogas de 
abuso. 8,9,12 

Outras amostras tambem podem ser empregadas em casos especificos, como o humor vitreo do cadaver para 
confirmar a exposigao ao etanol, pois e menos propenso a contaminagao e/ou decomposigao do que o sangue 22 e 
tecidos como cerebro e pulmoes, no caso de suspeita de mortes por substancias volateis ou gases (p. ex., uso 
abusivo de inalantes). N 22 

Amostras nao biologicas (p. ex., ar, agua, sedimentos e alimentos) sao utilizadas para analises ambientais, de 
contaminantes ou residuos de interesse toxicologico; outros materials, como fragmentos vegetais, pos e 
comprimidos, sao empregados para a investigagao de substancias psicoativas. Residuos em objetos ou 
medicamentos encontrados junto ou proximo a vitima podem fornecer informagoes adicionais para orientar a analise 
toxicologica ou apresentar valiosas indicagoes para a pista correta. 22 

Preparagao da amostra 

Amostras biologicas como plasma, sangue total, urina e tecidos sao misturas complexas que podem conter 
centenas ou milhares de componentes, incluindo moleculas organicas endogenas e exogenas. Para que o analito 
possa ser identificado/quantificado, devera estar isolado de uma matriz em um nivel de concentragao adequado. 
Portanto, a preparagao de amostras e um pre-requisito importante para as analises cromatograficas de bioamostras. 
Por outro lado, a maioria das tecnicas de imunoensaios usadas para triagem ou quantificagao de farmacos nao 
requer preparagao da amostra.'' 

Entre as tecnicas mais utilizadas de preparo de amostras biologicas para analises cromatograficas ou 
espectrofotometricas de analitos de interesse toxicologico, destacam-se a extragao liquido-liquido (ELL) e a 
extragao em fase solida (SPE, solid phase extraction). Ultimamente, as tecnicas miniaturizadas, tais como a 
microextragao em fase solida (SPME, solid phase microextraction) e a microextragao em fase liquida (LPME, 
liquid phase microextraction), vein sendo muito usadas devido, principalmente, ao baixo consumo de agentes 
extratores e a sua capacidade de concentragao dos analitos. 

No caso de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), o preparo pode incluir a 
clivagem de conjugados por tecnicas de hidrolise acida, alcalina ou enzimatica; processos de digestao da matriz em 
meio alcalino ou acido (p. ex., liberagao de substancias psicoativas no cabelo); varios procedimentos para a extragao 
dos analitos, precedidos ou seguidos por etapas de purificagao ( clean up). 5 

Alem disso, para realizar analise por cromatografia a gas, e necessario que as substancias sejam suficientemente 
volateis e termicamente estaveis. Se o analito contiver grupos relativamente polares como, por exemplo, grupos 
carboxilicos, hidroxilicos, amina primaria ou secundaria para serem determinados por CG-EM, e/ou se eletrofilos 
como os halogenios forem adicionados na molecula para a detecgao por ionizagao quimica negativa (NCI, negative 
chemical ionization), serao necessarias etapas de derivatizagao. Esta e uma reagao quimica de modificagao de 
compostos que gera novos produtos com melhores propriedades cromatograficas para investigagao por CG-EM, 
com aumento da sensibilidade e seletividade. 3 

As seguintes reagoes sao tipicamente utilizadas para compostos basicos: acetilagao (AC), trifluoroacetilagao 
(TFA), pentafluoropropionilagao (PFP), hepatafluorobutiragao (HFB), trimetilsililagao (TMS), ou para compostos 
acidicos: metilagao (ME), metilagao extrativa, PFP, TMS ou tert- butiIdimetiIsi 1 ilagao. 

Para cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, e importante tambem extragao mais ou menos 
seletiva, especialmente para evitar o efeito de supressao ionica, quando componentes da matriz coeluem com o 



analito e podem causar aumento e/ou oscilagao da razao sinal/ruido durante a analise. 


Metodo analitico 

A base de um diagnostico toxicologico confiavel e a realizagao de uma analise toxicologica eficiente. Representa 
um desafio para o analista selecionar o metodo analitico mais apropriado frente ao leque de alternativas disponiveis. 
No entanto, independentemente de qual seja a situagao, o primeiro passo sera reconliecer a abrangencia da analise 
que esta sendo requisitada. 

A estrategia analitica geralmente inclui uma analise de triagem, seguida de confirmagao, antes da quantificagao. 
No caso de somente uma unica substancia ou uma categoria de substancias precisar ser analisada, os imunoensaios 
poderao ser usados como triagem preliminar para diferenciagao entre as amostras negativas e presumivelmente 
positivas. 5 

Os resultados positivos precisam ser confirmados por um segundo metodo independente, que seja, no minimo, 
tao sensivel quanto o metodo de triagem e que fomega o mais alto nivel de confianga no resultado. O uso de uma 
segunda tecnica de imunoensaio para confirmagao nao e aceitavel. A utilizagao de apenas tecnicas de imunoensaios 
para a triagem nao e suficiente para um resultado definitivo, pois as amostras podem ser facilmente adulteradas 
com outros farmacos ou aditivos de alimentos, alem da dificuldade de diferenciagao de metabolites comuns. Ate o 
momenta, a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), especialmente o modo de 
ionizagao de eletrons (IE), tern sido o metodo mais empregado para a confirmagao dos resultados positivos das 
analises de triagem. 2 24 

Essa estrategia em duas etapas (triagem por imunoensaio seguida pela confirmagao em espectrometria de massas) 
e utilizada somente nos casos em que ha necessidade especifica de determinar essas substancias; por exemplo, no 
caso da analise de substancias psicoativas, pois sao estabelecidas por lei ou por organizagoes desportivas 
internacionais, e para o qual os imunoensaios estao disponiveis comercialmente. 

Quando essas demandas nao sao atendidas por essas tecnicas, a estrategia de triagem precisa ser mais abrangente, 
pois existem milhares de agentes quimicos comercializados mundialmente. Por exemplo, nas emergences 
toxicologicas, bem como na toxicologia forense, incluindo o controle da dopagem, os compostos a serem analisados 
podem pertencer a muitas classes de farmacos e geralmente nao se sabe o que sera encontrado. Por esses motivos, 
tern sido adotada a realizagao de um unico procedimento, denominado analise toxicologica sistematica (ATS), pois 
trata-se de uma pesquisa de alto rendimento que possibilita a detecgao simultanea da maior quantidade possivel de 
toxicantes em bioamostras. A maioria dos procedimentos de ATS abrange substancias basicas e neutras que 
englobam os toxicantes mais comuns. No entanto, existe ATS para classes particulares de farmacos com 
propriedades anfoteras ou acidicos e/ou metabolites, tais como farmacos cardiovasculares, inibidores da 
colinesterase, diureticos, cumarinicos, barbituricos, anti-inflamatorios nao esteroidais, que sao relevantes na 
toxicologia clinica e forense, incluindo o controle da dopagem. 24 

A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas, especialmente no modo de varredura total ( full scan 
mode ) e ionizagao de eletrons, e a tecnica mais utilizada para ATS, embora sejam descritas na literatura ATS por 
cromatografia em camada delgada, por cromatografia a gas com detectores comuns ou por tecnicas eletrocineticas. 
A cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) tambem e bem 
descrita para ATS, mas seu poder de separagao e sua especificidade sao inferiores em comparagao com CG-EM, 
pelo menos no modo de varredura total e IE, apesar de ser util para compostos nao volateis em CG. 

A partir do ano 2005, aproximadamente, a cromatografia liquida, de um estagio ou tandem CL-EM com 
ionizagao electrospray (ESI, electrospray ionization) ou ionizagao quimica a pressao atmosferica (APCI, 
atmospheric pressure chemical ionization), se transformou no padrao-ouro na toxicologia clinica e forense, 
incluindo o controle da dopagem. Trata-se de uma tecnica robusta e confiavel para a analise de rotina nessas areas 
de aplicagao, especialmente para triagem de multianalitos e/ou quantificagao de farmacos e seus metabolites em 
biomatrizes convencionais e nao convencionais. 25 

Quando o toxicante e conhecido ou existe forte suspeita de sua identidade, sao realizados metodos especificos 
(seletivos) para quantificar os analitos. Os procedimentos quantitativos precisam ser validados; os seguintes 
parametros, pelo menos, devem ser avaliados: seletividade, linearidade, estabilidade, precisao e limite de 



quantificagao. Para os metodos que utilizam CL-EM, os experimentos para avaliagao de efeitos de matriz sao 
obrigatarios. Alem disso, a aplicabilidade de amostras reais tambem deve ser documentada para todos os 
procedimentos bioanaliticos. 

Na maioria das analises cromatograficas, o uso de padrao interno (PI) e obrigatario para que a quantificagao seja 
confiavel, pois compensa toda a variabilidade passivel de ocorrer desde o preparo da amostra ate a medigao. O PI e 
adicionado aos padroes de calibragao e amostras em concentragoes conhecidas e constantes, para facilitar a 
detenu inagao do analito, e deve ter as seguintes caracteristicas: nao estar presente na amostra; separar 
completamente dos outros componentes da amostra; ser estavel, nao reativo e de alta pureza; apresentar 
propriedades fisico-quhnicas semelhantes. O sinal nao deve interferir no analito; seus espectros de massas nao 
devem conter fragmentos de ions correspondentes aos do analito e nao deve causar a supressao de ions relevante 
nas analises por CL-EM. Nos metodos que utilizam a espectrometria de massas, o PI deve sernpre ser escolhido 
dentre os varios compostos disponiveis, marcados isotopicamente. No entanto, esses compostos podem conter o 
composto nao marcado como uma impureza; ou seus espectros de massas podem, por vezes, conter fragmentos de 
ions com as mesmas razoes massa/carga (m/z) dos ions monitorados do analito-alvo. Em ambos os casos, a area do 
pico do analito poderia ser superestimada, comprometendo, assim, a quantificagao. A ausencia de tal interferencia 
causada pelo PI pode ser verificada pela analise de amostras branco, ou seja, amostras sem o analito, somente a 
matriz, enriquecidas com o PI. Igualmente, o analito tambem pode interferir no PI marcado com o isotopo estavel. 
Amostras branco enriquecidas com o analito no limite superior da faixa de calibragao, mas sem conter o PI, podem 
ser usadas para verificar a ausencia de tais interferencias. 5,26 

Outro problema a ser considerado e se o metabolito e o componente ativo ou contribui para o efeito 
farmacologico e/ou toxico (p. ex., O desmetilt ram ado 1). Para uma avaliagao confiavel, tais metabolitos precisam ser 
determinados, mas sao necessarios os padroes de referencia. No entanto, tais padroes de metabolitos geralmente 
nao estao disponiveis comercialmente, em especial no caso de novos agentes terapeuticos ou principios ativos de 
drogas de abuso. Apesar da possibilidade de esses compostos serem sintetizados quimicamente, essa solugao 
costuma ser trabalhosa, demorada e muito dispendiosa. Uma alternativa versatil pode ser a sintese biotecnologica de 
metabolitos de farmacos usando isoenzimas humanas da CYP, expressas de maneira heterologa em levedura. Dentre 
outros aspectos, esta abordagem apresenta as vantagens de as reagoes serem realizadas em condigoes suaves, e 
apenas o produto final ser isolado e caracterizado. 2 

A quantificagao confiavel de farmacos e/ou metabolitos ativos farmacologicamente no sangue, plasma ou soro, e 
obrigataria para a interpretagao correta de resultados toxicologicos, visto que a concentragao do analito no sangue 
correlaciona-se melhor com o efeito biologico. Atualmente, e possivel encontrar na literatura numerosos 
procedimentos mono ou multianalitos para uma arnpla variedade de farmacos. 

Garantia da qualidade do laboratorio 

O laboratorio deve ter um sistema de qualidade implantado, para ter a competencia de emitir resultados 
tecnicamente confiaveis e validos. 

A garantia da qualidade de um laboratorio engloba atividades relacionadas com os processos pre-analiticos, 
analiticos e pos-analiticos, no sentido de prover a qualidade dos resultados analiticos. A fase pre-analitica tern, 
reconliecidamente, papel primordial, pois qualquer erro cometido nesse momenta pode invalidar o resultado obtido, 
por melhor que seja o procedimento analitico realizado. Essa fase compreende coleta, identificagao, transporte, 
armazenamento e preparo das amostras, incluindo congelamento, degelo, centrifugagao e aliquotagem. Na fase 
analitica, o metodo empregado deve estar validado, o que inclui criterios de seletividade, faixa linear de trabalho, 
linearidade, sensibilidade, limites de detecgao e quantificagao, precisao, exatidao e robustez. A fase pos-analitica 
inclui a interpretagao dos resultados, elaboragao e liberagao do laudo, armazenamento apropriado dos residuos das 
amostras, transmissao e arquivamento dos resultados. 

O laboratorio tambem deve realizar controles internos e externos de qualidade. O controle interno (ou controle 
intralaboratorial) consiste na analise diaria de amostra controle com valores dos analitos conhecidos, a fim de 
avaliar a precisao dos ensaios. O controle externo, ou controle interlaboratorial, e um sistema em que o resultado de 
cada teste do laboratorio participante do programa e comparado com a media de consenso do grupo. Portanto, 



consiste na comparagao da exatidao dos exames de um laboratorio com a de outros participantes. Alem disso, o 
laboratorio tambem deve participar regularmente de ensaios de proficiencia para todos os exames realizados na 
rotina. Os ensaios de proficiencia consistem em amostras multiplas de valores desconhecidos, enviadas 
periodicamente aos laboratories para realizagao de ensaios ou identificagao.'’ 2(1 
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Introdu^ao 

Laboratories toxicologicos sao necessarios em diversos contextos, sempre no sentido de elucidar problemas 
associados a expos igao humana, animal ou ambiental, a agentes quimicos ou biologicos. Assim, os laboratories de 
ensaio entram em agao sempre que novos produtos precisem ser testados antes de serem liberados para uso, quando 
for necessario garantir niveis de residuos quimicos em frutas, vegetais e produtos cameos compativeis com os 
limites maximos tolerados, para minimizar o uso de agua contaminada, garantir o uso de medicamentos seguros, 
avaliar os efeitos nocivos de contaminantes no solo, ar, agua e alimentos, constatar o uso de drogas ilicitas, ou 
evitar que haja danos aos manipuladores de produtos quimicos. Alem dessas aplicagoes, e necessario avaliar os 
componentes de embalagens que envolvem os alimentos. Migragoes de substancias quimicas indesejaveis ocorrem e 
devem, tambem, estar no escopo de avaliagao dos possiveis agentes quimicos presentes na matriz a ser analisada. 

Os laboratories de ensaio devem implantar um sistema da qualidade que garanta os resultados esperados. Este 
sistema deve atuar em todas as operagoes tecnicas e processos da unidade, podendo ser dividido em dois tipos que 
se complementam: 

• Controle da qualidade: em um laboratorio, e definido o modo como operagoes e atividades tecnicas que 
sustentam a qualidade de um produto ou servigo que irao satisfazer determinadas necessidades 1 

• Garantia da qualidade: em um laboratorio, e definido o modo como todas as agoes planejadas ou sistematicas 
necessarias para prover a confianga necessaria de que o produto ou servigo ira satisfazer certas necessidades. 1 

Existem vantagens em implantar um sistema da qualidade, em que o laboratorio deve prover investimentos, 
mudangas de comportamento e, muitas vezes, no inicio da implantagao, considerar ate mesmo uma redugao na 
produtividade. As analises laboratoriais devem ser controladas, de modo a garantir que o resultado emitido seja o 
mais confiavel possivel. Ja sao conhecidas, ha algum tempo, varias maneiras de controle dessas analises. 

Para que possam ser eficazes e eficientes, os laboratories de analises devem seguir uma serie de condigoes que 
garantam a confiabilidade do dado obtido. Ate recentemente, era comum cada laboratorio implantar seu proprio 
sistema da qualidade. Seguiam-se instrugoes elaboradas internamente, as quais buscavam atender as necessidades 
de alguns itens do processo analitico e assim assegurar a qualidade do resultado final. Com o tempo surgiram 
normas relacionadas com os sistemas da qualidade para laboratories, que indicam todas as etapas que devem ser 
contempladas para obtengao da certificagao e/ou da acreditagao, ou ainda de seu reconliecimento a uma norma 
especifica. 

Os sistemas da qualidade estao relacionados com os processos organizacionais e as condigoes tecnicas sob as 




quais estudos sobre saude e ambiente sao planejados, realizados, monitorados, registrados, relatados e 
arquivados. 2 

Esses sistemas contemplam cuidados com o planejamento e a execupao de ensaios em laboratorio, com as 
tecnicas analiticas, com recursos humanos formados e treinados para realizar adequadamente o trabalho, com os 
equipamentos e reagentes, utilizam metodos ja validados e amostragem adequada para controle interno e externo da 
qualidade e utilizam um programa da garantia da qualidade (PGQ) em auditorias ou inspepdes interims e externas e 
na acreditapao e/ou reconliecimento dos laboratories por instituipoes nacionais e/ou internacionais competentes. 

Os sistemas da qualidade incorporam todas as medidas necessarias para assegurar a confiabilidade dos dados 
analiticos gerados, comepando com amostras adequadas, analise correta por metodo validado e equipamentos 
adequados, relato acurado dos procedimentos realizados e dos resultados obtidos; tais procedimentos devem ser 
periodicamente revisados, alem do cuidado no arquivamento dos dados brutos obtidos no ensaio. 3 

A manutenpao e a melhoria dos sistemas da qualidade implantados no laboratorio sao de responsabilidade de 
todos, desde a alta direpao ate o pessoal operacional. 

Sistemas da qualidade 

Os sistemas da qualidade associados aos laboratories analiticos e de ensaios sao: 

• BPL, Principios das Boas Praticas de Laboratorio (NIT DICLA035) 4 6 
BPLC, Boas Praticas em Laboratorio Clinico (ABNT NBR NM ISO 15189) 9 

• Requisites gerais para a competencia de laboratories de ensaio e calibrapao (ISO/IEC 17025:2008). 1(1 

Esses sistemas visam implantar a qualidade e garantir a validade dos dados obtidos nos ensaios toxicologicos de 
substancias quimicas; promover aceitapao internacional dos ensaios toxicologicos; facilitar o registro de produtos 
quimicos pelo reconliecimento internacional de informapoes e, portanto, facilitar o livre comercio entre napoes; 
evitar o uso excessivo de animais de experimentapao e a duplicapao de ensaios, economizando tempo e mi nimi zando 
custos; melhorar a eficiencia nos ensaios biologicos e analiticos; alem de assegurar a rastreabilidade dos dados 
promovidos. Em ultima analise, visam proteger a saude humana e o ambiente, a partir do fornecimento de dados 
confiaveis, que sao utilizados na elaborapao, implementapao e fiscalizapao de legislapoes por parte dos orgaos 
regulamentadores. 

Historico das Boas Praticas de Laboratorio/BPL 

O historico das BPL (ou GLP, good laboratory practices) teve inicio nos EUA, em 1976, quando investigadores 
da Food and Drug Administration (FDA) descobriram o que se configurou como o maior caso de fraude cientifica 
no pais. A FDA constatou a ocorrencia de irregularidades e fraudes por parte de algumas companhias, o que 
ocasionou uma grande investigapao em industrias farmaceuticas e em laboratories de pesquisas contratados por 
essas companhias. Entre esses, o mais importante era o industrial bio-test laboratories (IBT). 11 12 

Entre os exemplos de fraudes, foi constatado que, nos ensaios toxicologicos, animais eram tratados com doses 
ou substancias teste erradas, resultados eram inventados para atividades que nunca haviam sido realizadas ou eram 
suprimidos dos dados, havia falta de controle dos animais e, em diversos casos, os resultados do ensaio estavam de 
acordo com os interesses dos patrocinadores, ou seja, das companhias que haviam contratado o estudo. 

Boas Praticas de Laboratorio 

A implantapao do sistema da qualidade GLP apresentou resultados extremamente positivos, pois foram 
instituidos melhores controles dos dados dos ensaios nao clinicos, que abrangiam desde o planejamento e a 
condupao de estudos de toxicidade in vivo e in vitro, fornecimento de dados ate a apresentapao dos resultados e 
arquivamento dos dados brutos e a submissao dos resultados dos testes, por meio de relatorios finais aos orgaos 
reguladores de diferentes paises. Assim, a FDA estabeleceu as Regulamentapoes GLP em 1978 e, em 1987, 
apresentou sua primeira emenda. 11,12 A Enviromnental Protection Agency (EPA) publicou suas diretrizes de GLP 





em 1983. Na Europa, em 1978, a Organisation for Economic Co-Operation and Development (OECD, Organizagao 
para o Desenvoivimento e Cooperagao Economicos) reuniu um grupo de especialistas em qualidade para estudar o 
assunto. Em 1981 foi estabelecida a decisao de aceitagao mutua entre paises dos resultados de ensaios que tivessem 
sido obtidos de acordo com os principios de GLP. Em 1983 recomendou-se que os laboratories fossem 
monitorados em conformidade com as diretrizes da GLP. Assim, a Uniao Europeia adotou as GLP em 1987/88 e, 
em 1989, a OECD recomendou a conformidade com os protocolos GLP, ou seja, protocolo de conduta para 
inspegao e auditorias de laboratories. Em 1995, a OECD publicou os guias praticos revisados de procedimentos de 
monitoramento da conformidade GLP e estabeleceu um novo grupo de especialistas nos principios de GLP. Em 
1997 foi adotada a nova revisao dos principios de GLP e no ano seguinte foi apresentada a Emenda das Diretivas da 
Uniao Europeia de acordo com os principios da GLP da OECD. 

A implantagao do sistema da qualidade GLP possibilita a harmonizagao internacional necessaria para evitar que 
ensaios sejam recusados por agendas regulamentadoras. Assim, em 1981, a OECD estabeleceu e publicou as GLP 
da OECD, 4 revisou-as em 1997 e, em 2000, implantou como lei em diversos paises europeus, e vem sendo seguida 
por paises-membros e nao membros da OECD. Os documentos pertinentes as GLP sao os Principios (n- 1) - que 
tern o peso de lei, e devem ser cumpridos; Diretrizes (n os 2, 3 e 9) elaboradas para auxiliar o entendimento da 
norma pelas autoridades regulamentadoras; Concordancia entre partes (n os 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 13), preparado em 
cooperagao com a industria como suplemento dos principios da BPL; Consultivo (n os 11, 12, 14 e 15) elaborado 
para o melhor entendimento da norma por parte da industria. Essas normas fazem parte da Diretiva 2004/10/EC do 
Parlamento e Conselho Europeu de 11/2/2004. ' 

No Brasil, em 1994, aconteceu um primeiro encontro entre professores universitarios, cientistas de institutos de 
pesquisa, o Ibama (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), entre outros 
orgaos governamentais, e o Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) - todos 
preocupados com a qualidade dos dados fornecidos por laboratories brasileiros, e interessados em verificar o estado 
de implantagao do sistema GLP no pais. Em 1995, o Imnetro publicou os Principios das Boas Praticas de 
Laboratories (BPL) 14 e, em 1996, tiveram inicio os cursos basicos de BPL no Brasil. A norma n- NIT-DICLA- 
028, “Criterios para o credenciamento de laboratories de ensaios segundo os principios BPL” 2 foi aprovada em 
2000, e sua primeira revisao foi publicada em setembro de 2003. 3 Em 2007, o Brasil, por meio do Imnetro, adotou 
a tradugao literal da GLP da OECD, sob o nome de NIT-DICLA - 035 - Requisitos gerais para laboratories 
segundo os principios das BPL, cuja primeira revisao foi emitida em julho de 2009 e a segunda, em setembro de 
2011, atualmente vigente. Os documentos complementares que proporcionam melhor entendimento desta norma sao 
apresentados a seguir (e podem ser facilmente consultados na Integra no enderego eletronico do Imnetro - 
www. imnetro. gov. br): 

• NIT-DICLA-034: criterios para o credenciamento de laboratories de ensaios BPL - aplicagao a estudos de 
campo 

• NIT-DICLA-036: papel e responsabilidade do diretor de estudo em estudos BPL 

• NIT-DICLA-037: aplicagao dos principios de BPL a estudos de curta duragao 

• NIT-DICLA-038: aplicagao dos principios BPL a sistemas informatizados 

• NIT-DICLA-039: o papel e a responsabilidades do patrocinador na aplicagao dos principios e BPL 

• NIT-DICLA-040: fornecedores e BPL 

• NIT-DICLA-041: garantia da qualidade e BPL. 

Assim, as BPL devem ser implantadas em laboratories que realizam estudos de seguranga relacionados com 
saude humana e meio ambiente, e incluem ensaios/testes conduzidos em laboratories, campo e casas de vegetagao. 
Os Principios das Boas Praticas de Laboratories sao aplicados a todos os estudos de seguranga ambiental e de 
saude exigidos pelos orgaos regulamentadores, visando ao registro ou a licenga para produtos farmaceuticos, 
agrotoxicos, cosmeticos, veterinarios, aditivos de alimentos e ragoes, organismos geneticamente modificados e 
produtos quimicos industrials, a nao ser que sejam dispensados por legislagao. A norma vigente e a NIT-DICLA- 
035, rev. n- 02, adotada pelo CGCRE - Coordenagao Geral de Acreditagao, do Imnetro, para o reconhecimento da 
conformidade de instalagoes de teste/laboratorios aos Principios das Boas Praticas de Laboratorio. 6 

Em relagao a abrangencia das BPL, os estudos desenvolvidos por este sistema da qualidade podem ser realizados 



em laboratories de unidade operacional principal, que podem ser permanentes, ou unidades de teste que podem ser 
moveis ou em laboratories de campo. Nesse ultimo caso, esses tipos de estudos sao definidos como estudos de 
campo. Como mencionado anteriormente, os principios BPL sao aplicaveis a estudos relacionados com o uso 
seguro de produtos quimicos e suas propriedades, cujo objetivo e avaliar, monitorar e proteger a saude humana, 
vegetal, animal e o ambiente, e devem ser adotados nos seguintes casos: 

• Estudos envolvendo produtos quimicos, biologicos ou biotecnologicos, tais como produtos farmaceuticos, 
correlates, praguicidas e afins; produtos veterinarios, cosmeticos, aditivos de alimentos e ragoes; e produtos 
quimicos industrials 

• Estudos que fundamentam a concessao, renovagao ou modificagao de registro pelos organismos 
regulamentadores/fiscalizadores, visando a responsabilidade para a comercializagao dos produtos quimicos 

• Ensaios em produtos quimicos, biologicos ou biotecnologicos para obtengao de propriedades quimicas e fisico- 
quimicas 

Petigao para estabelecimento, modificagao ou isengao de tolerancia em produtos importados 

• Estudos conduzidos em resposta a questionamentos de organismos de qualquer setor governamental 

• Qualquer outra aplicagao, petigao ou submissao enviada aos orgaos competentes (tais como Anvisa [Agencia 
Nacional de Vigilancia Sanitaria], Ibama, MAPA [Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento]), com a 
intengao de solicitar a modificagao de registro ou outra aprovagao requerida como uma condigao de venda ou 
distribuigao. 

Assim, o escopo das BLP pode ser sumarizado da seguinte maneira: trata-se um sistema da qualidade que deve 
ser implantado para a realizagao de testes pre-clinicos para produtos farmaceuticos, agrotoxicos, cosmeticos, 
veterinarios, aditivos alimentares, ragoes e produtos quimicos industrials. Em geral, esses produtos sao substancias 
quimicas sinteticas, mas podem ser de origem natural ou biologica, bem como organismos vivos. Essas substancias 
sao testadas com o intuito de se obterem dados sobre suas propriedades e/ou sua seguranga para a saude humana e o 
meio ambiente. 

Os ensaios que devem ser realizados em concordancia com os principios das BPL sao os recomendados pela 
OECD 13 e pela Agencia de Protegao Ambiental dos EUA (USEPA). 16 

As guidelines/dir etrizes da OECD sao divididas em cinco segoes, sendo a primeira relacionada com as 
propriedades fisico-quhnicas, incluindo 22 ensaios; a segunda, sobre efeitos em sistemas bioticos, com 36 testes; a 
terceira, sobre degradagao e acumulo das substancias quimicas com 19 testes; a quarta, sobre efeitos a saude, 
incluindo 65 testes; e a quinta, sobre outros testes, inclusive sobre residuos quimicos de praguicidas, o que 
contempla 10 testes. 

Exemplos dos ensaios da segao sobre efeitos a saude sao os de toxicidade aguda oral, inalatoria, dermica; 
sensibilizagao dermica e ocular; toxicidade subcronica oral, inalatoria, dermica; toxicidade cronica oral, inalatoria, 
dermica; ensaios de reprodugao, teratogenese, carcinogenese, metabolismo, toxicodinamica, neurotoxicidade e 
ensaios comportamentais. Entre os ensaios in vitro, estao os de mutagenicidade e aberragoes cromossomicas. 
Outros ensaios podem tambem ser citados como os do estabelecimento das propriedades fisico-quimicas, potencial 
de degradagao, mobilidade e dissipagao no solo, agua e ar, acumulo em animais aquaticos, animais selvagens e 
plantas. Esses ensaios devem ser conduzidos de acordo com diretrizes ou protocolos internacionalmente 
reconliecidos, como os descritos pela OECD. 

Na norma NIT-DICLA-035, constam definigoes de termos rotineiramente utilizados em BPL, tais como 
instalagao de teste (IT), patrocinador, piano de estudo, programa da garantia da qualidade, sistema teste, substancia 
teste, dados brutos, inspetorias de estudo, de instalagao e de processo, dentre outros. Sao apresentados os criterios 
para o reconhecimento dos laboratories que contemplam: organizagao de pessoal da instalagao de teste; 
responsabilidades e atribuigoes da gerencia da instalagao de teste; responsabilidades do diretor de estudo; 
responsabilidades do pesquisador principal e responsabilidades do pessoal da IT envolvido no estudo BPL. Define 
a necessidade de um programa da unidade da garantia de qualidade (GQ); estabelece as responsabilidades do 
pessoal da GQ; define as adequagoes das instalagoes do sistema teste, das instalagoes para manuseio dos itens de 
ensaio, da substancia teste e substancia de referenda e das instalagoes de arquivos; indica a necessidade do descarte 
adequado de residuos; estabelece criterios para o uso de equipamentos, materiais e reagentes (bem como dos 


sistemas teste fisico-quimico, quhnico e biologico), da substancia teste e de referencia, criterios para o 
recebimento, manuseio, amostragem e armazenamento e caracterizagao das substancias; indica a necessidade de se 
elaborarem procedimentos operacionais padrao (POP) para as diversas atividades laboratoriais; indica os cuidados 
no desenvoivimento do estudo: elaboragao, conteudo, cronologia e condugao do piano de estudo; metodos de ensaio 
utilizados no estudo; registros dos dados brutos observados e resultados do estudo - elaboragao do relatorio final: 
conteudo do relatorio final; arquivo de registros e armazenamento de materiais e condigoes para garantia da 
integridade dos dados brutos. 6 ’ 7 

A norma BPL e de carater compulsorio - caso um estudo nao seja realizado de acordo com ela, nao sera aceito 
pelos orgaos regulamentadores nos diversos paises em que for submetido. 

■ Boas Praticas de Laboratorio Clmico/BPLC 

As BPLC foram inicialmente formalizadas pelo Inmetro no documento NIT-DICLA-083, aprovada em abril de 
2001, contemplando os criterios gerais para competencia de laboratories clinicos, com itens sobre os requisitos 
gerenciais: organizagao e gerenciamento; sistema de gestao da qualidade; controle dos documentos; exame em 
laboratories de referencia; servigos extemos e suprimentos; identificagao e controle das nao conformidades; agao 
corretiva; servigos de consultoria e resolugao de reclamagoes; processo de melhoria continua e registros da 
qualidade; tecnicos que contemplam: auditorias internas; analise critica pela gerencia; requisitos tecnicos 
envolvendo pessoal, acomodagoes e condigoes ambientais, equipamentos do laboratorio, processo de pre-exame, 
procedimentos de exame, garantia da qualidade de procedimentos de exame, processo de pos-exame, laudo de 
resultados, alteragoes e emendas de relatorios, saude, seguranga e meio ambiente; alem de documentos de referencia 
e registro de modificagoes. Atualmente, o Inmetro oferece acreditagao a laboratories de calibragao e de ensaio 
conforme requisitos da NBR ISO/IEC 17025 e a laboratories clinicos ou laboratories de ensaio de acordo com as 
BPL. 6 ’ 9 

■ NBR ISO/IEC 17025:2005 

Uma das normas precursoras da NBR ISO/IEC 17025:2005 foi a ISO/IEC Guia 25, 18 a qual nao esta mais em 
vigencia. Esse guia foi criado em 1978; sua ultima revisao ocorreu em 1982 e considerava diversos itens como 
parte integrante de sua estrutura, como as boas praticas de laboratorio e as normas da qualidade da serie NBR 9000. 
Esse guia estabelecia os requisitos gerais, de acordo com os quais um laboratorio devia demonstrar que operava 
adequadamente, caso pretendesse ser reconhecido como capacitado para realizar calibragoes e ensaios especificos. 
Na Europa, no entanto, esta norma nao foi aceita, prevalecendo a EM 45001 19 no reconhecimento da competencia 
dos ensaios e calibragoes realizados pelos laboratories. As duas normas - ISO Guia 25 e EM 45001 - 
apresentavam falhas e eram insuficientes em relagao aos requisitos necessarios para garantir que os resultados de 
ensaios realizados em um laboratorio acreditado tivessem sido obtidos com competencia. 

Assim, em 1995, deu-se inicio a elaboragao de uma nova norma, que seria a revisao da ISO 25 pelo working 
group (WG 10) da ISO/CASCO (Committee on Conformity Assessment). Como resultado desse trabalho foi 
elaborada a Norma ISO/IEC 17025 em 15 de dezembro de 1999. Em 2001 foi divulgada a Norma NBR ISO/IEC 
17025 - Implantagao da Nonna NBR ISO/IEC 17025:2001, que resultou da experiencia adquirida com a norma 
anterior, a ja mencionada ABNT ISO/IEC Guia 25. Na NBR ISO/IEC 17025 - Requisitos gerais para a 
competencia de laboratories de ensaio e calibragao, 7 consta na sua introdugao: “Esta norma contem todos os 
requisitos que os laboratories de ensaio e calibragao devem atender se desejam demonstrar que tern implementado 
um sistema da qualidade, sao tecnicamente competentes e que sao capazes de produzir resultados tecnicamente 
validos.” 10 

Essa nonna esta dividida em cinco itens: (1) objetivo, (2) references normativas, (3) termos e definigoes, (4) 
requisitos da diregao, (5) requisitos tecnicos. 

Os criterios para a acreditagao dos laboratories pela NBR ISO/IEC 17025 contemplam: prefacio explicativo da 
norma; introdugao com comentarios sobre as edigoes anteriores e conformidades com outras nonnas; objetivo, 
referencias normativas; termos e definigoes; requisitos da diregao: organizagao; sistema de gestao do laboratorio; 
controle de documentos; analise de pedidos, propostas e contratos; cuidados na subcontratagao de ensaios e 
calibragoes; criterios na aquisigao de servigos e suprimentos; procedimentos adequados no atendimento ao cliente; 


atitudes a serem tomadas apos reclamagoes pelos clientes; controle de trabalhos de ensaio e/ou calibragao nao 
conforme. Estabelece a necessidade de procedimentos para implementar melhoria continua do laboratorio, agoes 
corretivas sempre que necessario, agoes preventivas para reduzir a probabilidade de ocorrencia de nao 
conformidades, controle cuidadoso dos registros tecnicos e da qualidade; indica a necessidade de planejamento de 
auditorias internas e a realizagao de analise critica pela diregao do laboratorio. 

Os requisitos tecnicos contemplados nesta norma sao: generalidades, em que sao abordados os fatores que podem 
determinar a corregao e a confiabilidade dos ensaios; consideragoes sobre a competencia do pessoal envolvido nos 
ensaios; acomodagoes e condigoes ambientais do laboratorio, em que este deve assegurar condigoes que nao 
invalidem os resultados dos estudos ou que os afetem adversamente; necessidade de utilizagao de metodos 
validados de ensaio e calibragao adequados aos respectivos propositos, incluindo a estimativa da incerteza da 
medigao, e o controle dos dados obtidos; utilizagao de equipamentos calibrados e adequados para o ensaio ou 
calibragao. Indica nitidamente a necessidade de rastreabilidade da medigao, em que o laboratorio deve estabelecer 
programa e procedimento para a calibragao dos seus equipamentos - estas calibragoes e medigoes feitas pelo 
laboratorio devem ser rastreaveis ao sistema internacional de unidades. Estabelece tambem as seguintes 
necessidades: uso de padroes e materials de referenda; piano e procedimentos de amostragem; processos adequados 
no manuseio de itens de ensaio e calibragao; procedimentos que garantam a qualidade de resultados obtidos pelo 
laboratorio; indicadores adequados na apresentagao dos resultados. 

A norma NBR ISO/IEC nao menciona especificamente a seguranga do analista, pois, para este item, ha a Norma 
ISO OHSAS 18000, especificamente relacionada com a gestao da seguranga e higiene do trabalho. No entanto, e 
necessario que os principios de saude ocupacional estejam presentes e sejam seguidos independentemente da 
existencia de um sistema implantado que contemple este item. 

A qualidade deve ser implantada e vista como uma ferramenta de todos os setores que contribuem para o bom 
funcionamento do laboratorio. Deve estar incluida nos departamentos de recursos humanos (RH) - treinamento, 
contratagoes; financeiro - pagamentos e receitas; compras - insumos, equipamentos, unifonnes, equipamentos de 
protegao individual (EPI); manutengao - predial e equipamentos; comercial - contato com cliente, reclamagoes; 
tecnologia da informagao (TI) - sistemas informatizados, equipamentos, comunicagoes; e outros que participem da 
empresa. 

Diferentemente das BPL, que sao compulsorias, a NBR ISO/IEC 17025 e voluntariamente usada por 
laboratories que tern o objetivo de se adequar e fornecer dados analiticos confiaveis, buscando credenciamento ou 
acreditagao por organismos certificadores. Alem disso, ha tambem o carater comercial da questao. Sao cada vez 
mais frequentes as exportagoes e importagoes de produtos, entre eles alimentos, que exigem laudos analiticos como 
parte da documentagao. Assim, laboratories que realizam, por exemplo, analise de residuos de contaminantes ou de 
composigao de alimentos tern a necessidade de implantar sistemas da qualidade para garantir a aceitagao 
internacional dos produtos. 

A NBR ISO/IEC 17025 requer que “os documentos sejam periodicamente analisados criticamente e, quando 
necessario, revisados para assegurar a continua adequagao e conformidade aos requisitos aplicaveis”. A avaliagao 
critica solicitada e de extrema importancia, pois garante a atualizagao e a adequagao de toda documentagao utilizada 
no laboratorio. 21 

As mudangas que determinaram melhor adequagao da NBR ISO/IEC 17025 podem ser divididas em mudangas 
estruturais e conjunturais. 

As estruturais referem-se ao modo de apresentagao da nova norma, a introdugao de novos conceitos e ao 
aprofundamento de alguns requisitos de carater tecnico. Algumas alteragoes: 

• Separagao dos itens referentes a administragao daqueles relacionados com assuntos tecnicos. Essa separagao 
facilita o trabalho tanto de implantagao da norma como tambem das auditorias 

• Os clientes devem merecer maior atengao por parte dos laboratories. Este requisito salienta a necessidade da 
cooperagao mutua entre as partes, assim como o facil acesso do cliente as instalagoes do laboratorio a qualquer 
momento 

• Inclusao de um requisito para tratar das agoes preventivas, que lidam com a implantagao de melhorias 

• Criterios para validagao de metodos 

• Incorporagao dos itens das ISO 9001 002 que sejam pertinentes ao escopo dos servigos de ensaios atendidos 


pelo sistema de qualidade do laboratorio. Apesar de ja existirem normas relacionadas com a qualidade, tais 
como a NBR ISO 9001 21 e NBR ISO 9002, 22 elas nao fornecem diretrizes tecnicas que possam direcionar as 
atividades de ensaio e calibragao em um laboratorio, comprovando assim a sua competencia. Com esta 
preocupagao, tomou-se o cuidado de que todos os requisitos das normas NBR ISO/IEC 9001 e 9002 estivessem 
incluidos na NBR ISO/IEC 17025. Assim, os laboratories de ensaio que atendem a essa norma atendem 
tambem as outras duas normas. Cada norma apresenta caracteristicas proprias e diferentes umas das outras; no 
entanto, vale salientar que o laboratorio que estiver em conformidade com a NBR ISSO/IEC 17025 tambem 
estara com a serie ISO 9000. 

Quanto as alteragoes conjunturais, e possivel citar: 

• Definigao do conteudo minimo a ser contemplado na declaragao da politica da qualidade do laboratorio 

• Inclusao de um item especifico para agoes corretivas 

• Detalhamento do requisito referente as analises criticas dos pedidos, propostas e contratos 

• Explicagoes mais detalhadas a respeito da emissao de resultados provenientes de ensaios e emissao de relatorios 
de calibragao 

• Inclusao de requisitos a serem cumpridos no caso de o relatorio de ensaio apresentar opinioes e interpretagoes. 

A obtengao de resultados analiticos confiaveis indica que o trabalho foi realizado de acordo com procedimentos 
preestabelecidos; pode, entao, o laboratorio ser acreditado de acordo com uma norma especifica de acreditagao (p. 
ex., a ISO/IEC 17025). Essa norma e emitida e publicada pela Associagao Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT). 

Acredita^ao/reconhecimento da competencia 

E importante reiterar a diferenga entre certificagao e acreditagao. No primeiro caso, toda a atividade analitica 
segue alguns procedimentos, relacionados com algumas atividades do processo de trabalho. Na acreditagao, por sua 
vez, e comprovada a competencia do laboratorio em todas as etapas de suas atividades, inclusive seguindo as 
normas estabelecidas. O terrno certificagao significa estar de acordo; enquanto acreditagao tern relagao com a 
competencia de acordo com uma norma especifica. 

A acreditagao de um laboratorio consiste em mostrar a sua competencia em realizar determinados testes, 
medigoes e calibragoes. Possibilita que pessoas que necessitem testar um material, produto ou instrumento possam 
utilizar um laboratorio que trabalhe corretamente e dentro de determinados padroes. 2 

Um laboratorio acreditado fomece reconhecimento formal de sua competencia, o que o torna diferente de um 
laboratorio certificado, no qual o foco e estar de acordo com determinadas normas. 24 

E importante mencionar que nao ser acreditado nao significa que o laboratorio seja tecnicamente incompetente, 
uma vez que nem todos os laboratories buscam ou requerem acreditagao ou que podem nao existir programas de 
acreditagao no campo de operagao de um laboratorio especifico. 

Atualmente, as relagoes comerciais entre os paises exigem a uniformidade de normas, fazendo com que todos 
procurem adequar-se aos regulamentos existentes. A Norma NBR ISO/IEC 17025 serve como base para a 
acreditagao dos laboratories de ensaio e calibragao. Esta proximidade de informagoes tecnicas possibilita que sejam 
estabelecidos acordos internacionais com base em avaliagoes e aceitagoes mutuas entre orgaos acreditadores, 
laboratories e importadores e/ou exportadores. 1 

Nesses acordos, estao incluidas auditorias que verificam a competencia do orgao em fornecer a acreditagao aos 
laboratories solicitantes. No Brasil, o orgao acreditador e o Inmetro, que faz parte deste acordo intemacional na 
area de ensaios e calibragao. 

A acreditagao de um laboratorio traz beneficios, pois toma possivel que o seu trabalho seja organizado e 
periodicamente avaliado. As auditorias ou avaliagoes (intemas ou extemas - realizadas por orgaos acreditadores) 
identificam areas em que pode haver melhorias e, pelos relatorios, e possivel fazer com que o sistema esteja sempre 
evoluindo e trabalhando a favor da qualidade. 2 " 

Outro aspecto interessante da acreditagao e o modo pelo qual ela pode ser utilizada como ferramenta para o 
marketing do laboratorio. Laboratories acreditados utilizam criterios e procedimentos desenvolvidos para atender o 



sistema da qualidade implantado; assim, asseguram que seus resultados e informagoes sejam precisos e confiaveis. 

A NBR ISO/IEC 17025 e utilizada pelos orgaos acreditadores para avaliar aspectos relevantes para a 
competencia tecnica do laboratorio acreditado. Alguns desses itens sao: competencia tecnica da equipe; validagao e 
adequagao dos metodos utilizados; rastreabilidade das medigoes e calibragoes a padroes intemacionais; adequagao, 
calibragao e manutengao dos equipamentos; amostragem, manuseio e transporte dos itens a serem testados; garantia 
da qualidade dos ensaios e informagoes a respeito da calibragao. 17 

Explanando melhor a citagao anterior, e importante considerar vantagens economicas para os laboratories com a 
certificagao ISO/IEC 17025, tais como: ganho em competigao por clientes; maior lucratividade; maior credibilidade 
da sociedade nos ensaios ali realizados; comprovagao de produtos tecnicamente aptos para atender as especificagoes 
de qualidade, desempenho, seguranga e confiabilidade; aceitagao internacional de resultados de ensaios, em fungao 
do reconliecimentos dos orgaos de certificagao/acreditagao pela OCDE. 24 

Ainda, de acordo com o DOQ-CGCRE-OOl - “Orientagoes sobre o credenciamento de laboratories de calibragao 
e de ensaios, Revisao 00-junho/2003” - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagao e Qualidade Industrial, 
outras duas vantagens importantes sao: 

• A evidencia de que o laboratorio foi avaliado por uma equipe independente, competente e especialista na area 

• Os clientes poderao realizar menos auditorias podendo, desta forma, diminuir os custos. 

No caso das BPL, o laboratorio que as implanta deve solicitar ao Inmetro o reconhecimento da conformidade 
com a NIT DICLA 035. Assim, este sera inspecionado e, caso tenham sido constatadas nao conformidades, serao 
tratadas por meio de agoes corretivas, e o laboratorio tera o reconhecimento nesta norma. 

Tendencias na implantagao de sistemas da qualidade 

Institutos de pesquisa e laboratories de universidade que realizam pesquisas, cujos resultados poderiam ser 
utilizados em decisoes governamentais, deveriam se adequar ao sistema BPL. 7 '' Alem disso, a Organizagao Mundial 
da Saude (OMS) recomenda, em diversas publicagoes, 25 ' 26 a implantagao dos principios das BPL nos laboratories 
de pesquisa. 

Laboratories forenses, de controle da dopagem, de fiscalizagao de alimentos, entre outros, ligados a orgaos 
governamentais ou a empreendimentos privados, devem estar em conformidade com a NBR IEC 17025; 
laboratories de analises clinicas devem estar em conformidade com a BPLC. A implantagao desses sistemas e a 
acreditagao e/ou reconhecimento desses laboratories serviriam para melhorar a qualidade dos resultados 
apresentados e mi nimi zar erros que causam transtomos aos individuos e a sociedade. 

Um exemplo de laboratorio de universidade acreditado pelo Imnetro (no caso, pela NBR IEC 17025) e o Confar, 
de controle de medicamentos, cosmeticos, domissanitarios, produtos afins e respectivas materias-primas, da 
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo. 

O Inmetro reconhece laboratories de ensaios biologicos em BPL; acredita os laboratories em BPLC e NBR/IEC 
17025. 27 

A rede brasileira de laboratories analiticos em saude (REBLAS) e composta de laboratories oficiais e privados, 
autorizados pela Anvisa, mediante habilitagao pela Gerencia Geral de Laboratories de Saude Publica 
(GGLAS/Anvisa), e/ou credenciamento pelo Imnetro. O conceito de habilitagao e o do reconhecimento formal da 
competencia do laboratorio para a realizagao de ensaios. Essa rede habilita laboratories de acordo com as normas 
NRB/IEC 17025, BPL, GLP e BPLC. Atualmente, constam 67 laboratories habilitados pela REBLAS, em 
diversos estados brasileiros e para as mais diversas atividades, que vao desde a analise de aguas e efluentes, agua 
para hemodialise, agua para consumo, medicamentos, fitoterapicos, agroquimicos, cosmeticos, saneantes, 
alimentos, sangue e hemoderivados, ate implantes ortopedicos. 2 

Nos EUA, os laboratories que conduzem ensaios nao clinicos sao regulamentados e inspecionados pela FDA, de 
acordo com a norma Part 58 (Good Laboratory Practice for Nonclinical Laboratory Studies of Title 21 of the Code 
of Federal Regulations). 

Em ensaios nao clinicos, as substancias teste (p. ex., aditivos de alimentos, corantes, medicamentos, produtos 
biologicos, produtos eletronicos, dispositivos medicos para uso em humanos) sao aplicadas em sistemas teste, 



como animais, plantas e microrganismos, em condigoes laboratoriais visando estabelecer a seguranga da sua 
utilizagao. A FDA vem inspecionando esses laboratories, entre eles os de universidades americanas, desde 1989; 
atualmente, apresenta uma relagao de 77 laboratories de universidades inspecionados de acordo com a norma 
GLP. 29 

Essa tendencia de adequagao as normas de qualidade e suas vantagens sao descritas por Abad, Bosch e Navarro 
(2005), 30 em um artigo sobre a implantagao das BPL em laboratorio de pesquisa universitario. Esses autores 
descrevem a importancia e a necessidade dos laboratories forenses e toxicologicos continuamente melhorarem seus 
sistemas da qualidade e implantarem o gerenciamento da qualidade total. 

Como recomendagao final, e interessante citar os parametros de avaliagao indicados por Singer, Stefan e Van 
Staden (2005),' que devem ser totalmente atendidos para que um sistema de qualidade implantado esteja em perfeita 
adequagao. Os parametros gerenciais sao: 

• Programas de qualidade: inclui exatidao dos dados fomecidos, tempo de resposta, pianos de agao para corregao 
de problemas, treinamento adequado dos analistas e testes de proficiencia 

• Documentagao: “metodo aceito para registrar informagoes para investigagoes e referencias futuras.” Portanto, 
tudo que esta relacionado com as atividades do laboratorio para que os resultados sejam confiaveis deve estar 
registrado 

• Estrutura organizacional: este item envolve desde o comprometimento da alta diregao ate o relacionamento e a 
comunicagao entre toda equipe. Essas informagoes sao muito importantes para que o trabalho flua de modo 
organizado e realizado pelas competences indicadas 

• Pessoal: treinamentos e seus registros facilitam o gerenciamento da equipe analitica. No entanto, nao basta estar 
no curriculo, e necessario que haja continua pratica analitica para manutengao da competencia 

• Instalagoes e ambiente: as dependences analiticas devem ser adequadas tanto em tamanho quanto em 
disponibilidade de recursos materiais. 

Os parametros tecnicos incluem: 

• Controle das amostras: todas as informagoes devem ser registradas, da chegada ao laboratorio ate a emissao do 
laudo final 

• Instrumentagao: mais uma vez, vale ressaltar a importancia de equipamentos adequados, em bom funcionamento 
e com todos os registros atualizados. Neste item, pode ser incluida a automagao de processos analiticos, que 
envolve o uso de sistemas informatizados para a obtengao de resultados 

• Aquisigao e registro das informagoes: os dados fornecidos devem ser confiaveis e rastreaveis 

• Incerteza dos resultados analiticos 

• Confiabilidade dos dados analiticos obtidos: envolve o calculo da incerteza dos resultados obtidos, assim como 
todo o processo analitico envolvido 

• Padroes e metodos: sao essenciais para o bom desenvolvimento do trabalho analitico; portanto, devem ser 
conhecidos e apropriados ao que se deseja 

• Insumos: boa qualidade, indicagao para o uso pertinente e outras caracteristicas ja mencionadas anteriormente 
devem ser lembradas na aquisigao de insumos 

• Testes de proficiencia. 

Alem disso, o que esta em jogo e a satisfagao dos clientes, representados pela sociedade. Um laboratorio que 
fornega dados confiaveis estara, em ultima analise, prestando um servigo util a sociedade. 
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Capitulo 3 

Validagao Analitica 


Isarita Martins 


Introdu^ao 

Validagao analitica e o sistema de qualidade que diz respeito a organ izagao e as condigoes sob as quais os estudos 
em laboratorio e em campo sao planejados, realizados, monitorados, registrados, relatados e arquivados. A 
necessidade de se demonstrar qualidade nas analises quimicas, por meio de sua comparabilidade, rastreabilidade e 
confiabilidade, e cada vez mais reconhecida e exigida. 

Para garantir que um metodo analitico fornega informagoes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve 
sofrer um processo denominado validagao. O laboratorio deve demonstrar que tern condigoes de operar 
adequadamente os metodos, dentro das condigoes de suas instalagoes, antes de implanta-los. O objetivo da 
validagao e auxiliar na tarefa de demonstrar que um ensaio analitico, nas condigoes em que e realizado, tern as 
caracteristicas necessarias para a obtengao de resultados com a confiabilidade exigida. : 

Para se validar um metodo, e preciso observar as diretrizes em uraa sequencia logica. Varios autores definem 
validagao de metodos e e possivel dizer que os conceitos evoluem constantemente, sob a supervisao das agendas 
regulatorias; porem, de maneira geral, e consenso afirmar que esse processo indica e/ou confirma que o metodo sob 
investigagao tern capacidade de desempenho consistente com a aplicagao requerida. 1 Resultados analiticos nao 
confiaveis podem nao so ser contestados, mas, tambem, levar a equivocos legais ou a tratamentos incorretos de 
pacientes. 6 

A validagao se aplica a metodos nao normalizados; criados/desenvolvidos pelo proprio laboratorio; normalizados 
usados fora dos escopos para os quais foram concebidos e ampliagoes e modificagoes de metodos normalizados. 
Sendo assim, alguns principios devem ser observados, tais como: 

• As medidas analiticas devem ser realizadas para satisfazer um objetivo definido 

• As medidas analiticas devem ser realizadas usando tecnicas e equipamentos que tenliam sido testados para 
assegurar que eles tenliam capacidade de desempenhar o metodo proposto 

• Os analistas devem ser qualificados e treinados para assegurar que eles tenliam capacidade de desempenhar o 
metodo proposto 

• Recomenda-se que haja uma avaliagao regular independentemente do desempenho tecnico do laboratorio 

• Medidas analiticas realizadas em um local devem ser reprodutiveis em qualquer outro local 

• Laboratories devem ter sempre definidos programas de garantia da qualidade e procedimentos de seguranga de 
qualidade. 

Existem razoes legais, tecnicas e comerciais que justificam a implantagao da validagao de metodos analiticos, 
apesar de nao haver uma norma estabelecida de ambito nacional ou internacional. Todavia, para mostrar 
competencia tecnica, os laboratories submetem-se a um credenciamento (accreditation ) de um orgao vigente de 




ambito nacional ou international. E importante esclarecer que resolugoes sao documentos com poder de lei e devem 
ser obedecidas; e guias sao documentos que sugerem uma linha a ser seguida e sao, portanto, abertos para 
interpretagao. Os guias sao recomendagdes intencionalmente gerais para deixar aos analistas a flexibilidade de 
adapta-los de acordo com o metodo a ser us ado. 3 

No Brasil, ha duas agendas credenciadoras para verificar a competencia de laboratories de ensaios, a Agencia 
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro). 
Esses orgaos disponibilizam guias para o procedimento de validagao de metodos analiticos; respectivamente, as 
Resolugoes Anvisa RE n a 899, de 29/05/2003, 7 RDC n- 27, de 17/05/2012, 8 e o documento Inmetro DOQ- 
CGCRE-008, de julho/2011. 1 

Os parametros para validagao de metodos tern sido definidos em diferentes grupos de trabalho de organizagoes 
nacionais ou internacionais e, infelizmente, algumas definigoes sao diferentes entre as diversas organizagoes. Uma 
tentativa para harmonizar essas diferengas foi feita para aplicagoes farmaceuticas, por meio da International 
Conference on Harmonization (ICH), 9 na qual representantes das industrias e agencias reguladoras dos EUA, 
Europa e Japao definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos, tambem metodologias. 

A International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) tambem redigiu um documento tecnico que 
define um guia para validagao de metodos analiticos, o qual tern sido utilizado pela International Organization for 
Standardization (ISO). 1 " A norma internacional ISO/IEC 17025 (IEC, International Electrotechnical Commission), 
publicada pela primeira vez em 1999 e revisada a cada 5 anos, e especifica para laboratories de ensaio e de 
calibragao e apresenta a “validagao de metodos” como um dos requisitos tecnicos importantes na qualidade 
assegurada dos laboratories de ensaio, bem como a documentagao do trabalho de validagao. 11 

Ainda, para as analises toxicologicas realizadas com o aspecto forense, a American Academy of Forensic 
Sciences redigiu um guia para a aplicagao em toxicologia forense post-mortem e em toxicologia forense humana. 12 
Ha, ainda, os preceitos utilizados no National Institute on Drug Abuse (NIDA), publicados no Substance Abuse and 
Mental Health Services Administration (SAMHSA, 2003) ou o preconizado pela United Nations International Drug 
Control Program (UNDCP, 1995), pela Sociedade de Toxicologistas Forenses - SOFT (Society of Forensic 
Toxicologists), e pela Academia Americana de Ciencias Forenses - AAFS (American Academy of Forensic 
Sciences) - (SOFT/AAFS). 13 

Especificamente para laboratories que realizam analises toxicologicas com finalidade forense em materiais 
biologicos de individuos vivos ou matrizes post-mortem, o SOFT/AAFS publicou a primeira diretriz ( Guidelines ) 
em 1991. Essas diretrizes expressam que, na busca do reconhecimento formal da competencia dos laboratories e na 
realizagao de ensaios utilizados em toxicologia forense, e importante que sejam observados todos os preceitos de 
qualidade, inclusive a realizagao de “ensaios de proficiencia” por comparagoes interlaboratoriais e a implantagao de 
diretrizes, em conformidade com as modernas praticas e exigencias preconizadas por normas de consenso 
internacional. 13 

A United States Food and Drug Administration (US-FDA) tambem tern proposto guias para validagao de 
metodos bioanaliticos, muito utilizados em outros paises como modelo para implantagao de suas resolugoes. 14 

Assim, orgaos como ICH, IUPAC, ISO, Anvisa, Imnetro e outros exigem o item “validagao de metodos 
analiticos” como um requisito fundamental no credenciamento para qualidade assegurada e demonstragao de 
competencia tecnica. E possivel observar que nao ha um procedimento normatizado que estabelega como executar a 
validagao de metodos instrumental de separagao. 

Como muitos desses orgaos sao responsaveis por acompanhar e credenciar a competencia de laboratories de 
ensaio, e importante ressaltar que as diferentes terminologias e ate algumas caracteristicas de desempenho do 
metodo tern, em sua maior parte, o mesmo significado; porem, sao descritos de maneira distinta, para aplicagoes 
diferentes. A validagao aplicase a um protocolo definido, para a determinagao de um analito especifico e um 
intervalo de concentragoes em um tipo particular de material teste, usado para uma proposta especifica. 10 

E essencial que os estudos de validagao sejam representatives e conduzidos de modo que a variagao da faixa de 
concentragao e os tipos de amostras sejam adequados. Um metodo para um determ in ado analito requer um criterio 
de aceitagao e uma abordagem diferente de um metodo desenvolvido para outro analito. A frequencia com que o 
metodo sera utilizado tambem influencia o tipo de estudo de validagao que sera realizado. Deste modo, os 
experimentos podem ser limitados para o que realmente e necessario. 



Ao iniciar a validagao, e de fundamental importancia observar alguns pre-requisitos, como: 

• Equipamentos e vidrarias devem ser obtidos de fornecedores confiaveis 

• Equipamentos devem ser calibrados e validados por tecnicos certificados por orgaos regulamentados, como o 
Inmetro 

• A vidraria deve ser aferida conforme a norma NBR11588 da ABNT (Associagao Brasileira de Normas 
Tecnicas) 1 

• Os padroes utilizados devem ser certificados 

• Os reagentes analiticos devem ter padrao de qualidade garantido 

• O pessoal envolvido na analise deve ser qualificado e treinado para a realizagao da validagao e das analises 
As ferramentas estatisticas utilizadas devem ser adequadas para possibilitar o tratamento correto dos dados. 

A seguir listamos os Principals termos utilizados em analises toxicologicas J 816 

Principals termos utilizados em analises toxicologicas 

Amostra: termo geral que abrange: controles, brancos, amostras processadas e desconhecidas 

Amostra branco: amostra de uma matriz biologica na qual nenhum analito foi adicionado, utilizada para avaliar a espedfkidade do metodo 
bioanali'tico 

Amostra de controle de qualidade (CQ): amostra de matriz biologica adicionada do analito, usada para monitorar o desempenho de urn metodo 
bioanali'tico e para avaliar a integridade e validade dos resultados das amostras desconhecidas analisadas numa corrida individual 
Amostra processada: extrato final (anterior a analise instrumental) de uma amostra que foi submetida a varias manipulates (p. ex., dilui^ao, 
extra to, concentraqjo) 

Amostra desconhecida: amostra biologica que e objeto de analise 

Analito: composto qufmico especi'fico a ser mensurado, podendo sera substancia inalterada, biomolecula ou seu derivado, metabolito ou produto de 
degradagao em uma matriz biologica 

Corrida anah'tica (ou lote): conjunto completo de amostras em estudo, com urn numero apropriado de padroes e CQ para sua validagao e que tern sua 
analise completa nas mesmas condigoes 

• Efeito residual (carryover): efeito gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do analito ou padrao interno (PI) causado por contaminagao 
proveniente de amostras analisadas anteriormente 

Matriz biologica: material distinto de origem biologica, que pode ser amostrado e processado de modo reproduti'vel 
Metodo: descri^ao compreensi'vel de todos os procedimentos usados em analises de amostras 

Padrao de calibrato ou calibrador: matriz biologica a qual foi adicionada uma quantidade conhecida de analito. Os padroes de calibrate) sao usados 
para construir a curva de calibrato, com a qual sao determinadas as concentrates do analito nos CQ e nas amostras desconhecidas em estudo 
Padrao interno: composto, geralmente com caracteri'sticas estruturais similares ao analito, adicionado aos padroes de calibrate) e amostras em 
concentrates conhecidas e constantes, para facilitar a determinate do analito 

Substancia qui'mica de referenda caracterizada: substancia de referenda caracterizada por meio de ensaios adequados, devidamente validados e 
documentados, possuindo alto grau de pureza e uniformidade 

Validato parcial: modificato no metodo bioanali'tico validado que nao requer a necessidade de uma revalidato total 
Validato total: estabelecimento de todos os parametros de validagao de urn metodo bioanali'tico, aplicaveis a analise das amostras 


As informagoes contidas na RE n- 899/03 e na RDC n- 27/12, da Anvisa, 7 aplicam-se a metodos analiticos e 
bioanallticos, como cromatografia gasosa (CG), cromatografia llquida de alta eficiencia (CLAE), e estas 
combinadas com espectrometria de massa (EM), como CL-EM, CL-EM/EM, CG-EM, CG-EM/EM, utilizadas na 
determinagao quantitativa de farmacos e/ou metabolitos em matrizes biologicas, como sangue, soro, plasma ou 
urina). 

Os guias tambem podem ser aplicados a outras tecnicas analiticas, tais como metodos microbiologicos e 
imunologicos, ou para outras matrizes biologicas, embora, nesses casos, seja possivel observar maior grau de 
variabilidade. Assim, conclui-se que a maioria dos parametros pode ser utilizada em qualquer tipo de tecnica 
analitica. 17 

Ha tempos o assunto de medidas de incerteza tern provocado significativo interesse e discussao. Sabe-se que o 



resultado analitico nao pode ser avaliado sem uma estimativa de medidas de incerteza para um cotejamento com um 
grau de convicgao estabelecido previamente. O guia de expressao de incertezas em medidas, publicado pela ISO, em 
1993, estabelece regras para aval iagao e expressao dessas incertezas para uma grande variedade de medidas. 18 

Conformidade do sistema 

Antes de realizar experimentos de validagao ou analises de amostras, e necessario avaliar se o sistema utilizado 
para a analise e capaz de fornecer dados de qualidade aceitavel. Essa aval iagao e alcangada com experimentos de 
conformidade do sistema (system suitability), que pode ser definida como um conjunto de testes para garantir que o 
equipamento utilizado esteja apto a fornecer resultados de exatidao e precisao aceitaveis. A conformidade do 
sistema pode causar duvidas quanto ao seu alcance e, por isso, e encontrada em duas abordagens. ' 

A ICH inclui a etapa de avaliagao da conformidade do sistema como parte integrante do processo de validagao, ao 
passo que a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP) a classifica como etapa preliminar ao procedimento de 
validagao. 19 

Aprimeira considera que a resolugao e a repetitividade do sistema cromatografico sejam adequadas para a analise 
a ser realizada. Assim, a conformidade do sistema e verificada antes que tenham sido completados o 
desenvoivimento do metodo e a validagao. Os criterios selecionados baseiam-se no desempenho do metodo 
determinado durante a validagao. Por exemplo, se o tempo de retengao da amostra fizer parte do criterio de 
conformidade do sistema, a sua variagao (estimativa do desvio padrao) pode ser determinada durante a validagao, 
que pode ter uma variagao de 3%, por exemplo (com base nos resultados de validagao), durante o uso rotineiro. 

A segunda abordagem considera o sistema como um todo e inclui, alem do sistema cromatografico, a calibragao e 
a manutengao dos equipamentos e instrumentos utilizados em todo o procedimento analitico, dentro das 
especificagoes. Nesse caso, a conformidade do sistema baseia-se no conceito de que equipamento, componentes 
eletronicos, operagoes analiticas e amostras constituem um sistema integral que pode ser avaliado como um todo. 

Pode-se afirmar, entao, que a conformidade do sistema baseia-se na sua verificagao, garantindo qualidade antes 
ou durante a analise de amostras desconhecidas. Alguns autores consideram que, se o sistema estiver qualificado, a 
validagao do metodo pode ser desenvolvida. Em alguns casos, os criterios para avaliagao da conformidade do 
sistema sao definidos antes da validagao e, quando realizados durante as analises, tais testes garantem que o 
desempenho do sistema esta apropriado para uso. 

Por exemplo, se o laboratorio utilizar um sistema cromatografico, e necessario garantir que este tenha 
desempenho satisfatorio durante a analise; para isso, pode ser verificado o fator de retengao ou capacidade (k); a 
resolugao (R s ); o fator de cauda ou assimetria (C ou T ou A sl0 ); o numero de pratos teoricos (N) e o fator de 
separagao ou seletividade (a). 20 

Os parametros a serem medidos e seus limites recomendados, de acordo com a US-FDA, 21 estao no Quadro 3.1. 
Em geral, pelo menos dois destes criterios sao requeridos para garantir a conformidade do sistema. 

Parametros de conformidade do sistema 

Existem varios parametros que avaliam o desempenho de um metodo analitico e, consequentemente, a 
confiabilidade dos resultados obtidos. Os normalmente utilizados para tal finalidade sao a especificidade e/ou 
seletividade; a faixa linear (de trabalho); a linearidade; a sensibilidade, a precisao; a exatidao; os limites de detecgao 
e de quantificagao e a robustez. A validagao total deve ser desenvolvida quando e implantado um metodo novo; 
contudo, a validagao parcial pode ser aplicada em casos em que o metodo originalmente validado foi modificado. 
Tais modificagoes podem incluir, dentre outras, transferencias entre laboratories, analistas; mudangas de 
equipamento ou software ; mudangas na matriz em que sera analisado o analito (p. ex., de sangue para urina). 16 

Os parametros de desempenho analitico sao tambem referenciados como caracteristicas de desempenho ou 
figuras analiticas de merito; orgaos como ICH, IUPAC, ISO, Anvisa e Imnetro definem quais parametros devem 
ser avaliados e seus criterios de aceitagao, de acordo com os objetivos do metodo, por meio dos guias ou 
resolugoes, emitidos por eles. 





Quadro 3.1 Parametros de conformidade do sistema e recomendagoes segundo a US-FDA. 

Parametros 

Recomendagao 

Fator de retengao (k') 

0 pico deve estar separado de outros picos e do pico correspondente ao tempo de retengao 
de um composto nao retido (t M ), k' > 1 para garantir que o primeiro pico de interesse esteja 
separado do solvente 

k' > 2 

Repetitividade (RSD) 

RSD < 1% para n > 5 

Resolugao (R s ) 

Rs > 2 entre o pico de interesse e o interferente potencial mais proximo (impureza, produto 
de degradagao) 

Fator dealargamento (TF) 

TF < 2 

Numero de pratos da coluna (N) 

Emgeral deve ser >2.000 


■ Seletividade 

A seletividade de um metodo instrumental de separagao e a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as 
substancias em exame na presenga de componentes que podem interferir com a sua determinagao em uma amostra 
complexa. 

Por meio da seletividade, avalia-se o grau de interference de especies como outro ingrediente ativo, excipientes, 
impurezas e produtos de degradagao, bem como outros compostos de propriedades similares que possam estar, 
porventura, presentes. Alem disso, este metodo garante que o pico de resposta seja exclusivamente do composto de 
interesse. Se a seletividade nao for assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisao estarao seriamente 
comprometidas. O mesmo significado tern sido frequentemente utilizado para o termo especificidade. ’ 6 9,22 24 

Um metodo instrumental de separagao que produz resposta para uma imica substancia de interesse, normalmente 
um dado elemento, pode ser chamado de especifico; e um metodo que produz resposta para varios compostos 
quimicos, com uma caracteristica em comum, pode ser chamado de seletivo. Desde que haja poucos metodos que 
respondam a apenas uma substancia, o termo seletividade e mais apropriado. 25 

A seletividade e o primeiro passo no desenvolvimento e na validagao de um metodo instrumental de separagao e 
deve ser reavaliada continuamente durante a validagao e o subsequente uso do metodo. Algumas amostras podem 
sofrer degradagao, produzindo compostos que nao foram observados inicialmente, que podem coeluir com a 
substancia de interesse. 

De acordo com as ultimas recomendagoes da IUPAC, a seletividade refere-se a extensao em que o metodo pode 
ser utilizado para determinar os analitos em misturas ou matrizes sem interferences de outros componentes de 
comportamento semelhante. 18 

Tradicionalmente, os analistas tentam obter seletividade tanto experimentalmente (p. ex., fazendo um clean-up da 
amostra) quanto instrumentalmente (p. ex., aumentando a separagao cromatografica e/ou utilizando detectores mais 
seletivos). No entanto, as abordagens tradicionais nem sempre funcionam bem para amostras complexas. Assim, 
nao tradicionalmente, e possivel utilizar a calibragao multivariada, que e encarada como uma abordagem 
promissora, uma vez que e empregada de maneira bastante efetiva justamente nos casos em que exista o problema 
da superposigao de sinais analiticos e para determinagoes simultaneas. Um modelo e produzido, com base em todas 
as informagoes disponiveis, e e capaz de fazer uma relagao entre todo o sinal analitico e a propriedade de interesse 
(concentragao em muitos casos). 1 

A primeira maneira de se avaliar a seletividade e comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz 
adicionada com essa substancia (padrao); nesse caso, nenlrum interferente deve eluir no tempo de retengao da 
substancia de interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra. 5 ’ 9,24 

Uma segunda maneira e por meio da avaliagao com detectores, tais como arranjo de diodos e espectrometro de 


massas, que comparam o espectro do pico obtido na separagao com o de um padrao, utilizando-se o resultado como 
indicagao da presenga do composto puro. Essas duas maneiras sao as mais empregadas. 12( ' 

O metodo de adigao padrao tambem pode ser aplicado para os estudos de seletividade; 22 no entanto, essa tecnica e 
utilizada quando nao e possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse. Nesse caso, e feita uma curva 
analitica com adigao da substancia de interesse na amostra e comparada com uma curva analitica sem a presenga da 
matriz. Comparam-se, entao, as duas curvas analiticas e, caso sejam paralelas, pode-se dizer que nao ha 
interferencia da matriz na determinagao da substancia de interesse; portanto, o metodo e seletivo. 

Quando o metodo esta sendo desenvolvido para finalidades forenses, o parametro seletividade se torna muito 
importante; a identificagao do analito e tao ou mais importante quanto a sua quantificagao. Assim, a ausencia de 
resposta na amostra branco e condigao exigida. 6 

■ Linearidade 

A linearidade corresponde a capacidade do metodo em fornecer resultados diretamente proporcionais a 
concentragao da substancia em analise, dentro de uma determinada faixa de aplicagao.' 22 

Na maior parte dos casos, a relagao matematica entre o sinal e a concentragao ou massa da especie de interesse 
deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragoes conliecidas dessa 
especie. Muitas vezes, essa relagao matematica pode ser demonstrada por meio de uma equagao de reta chamada de 
curva analitica. 

Embora somente dois pontos definam uma reta, na pratica, as linhas devem ser definidas por pelo menos cinco 
pontos que nao incluam o ponto zero na curva, devido aos possiveis erros associados. 3 

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medigoes 
experimentais pode ser efetuada por meio do metodo matematico conhecido como regressao linear. Alem dos 
coeficientes de regressao a e b, tambem e possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de 
correlagao r. Este parametro torna possivel uma estimativa da qualidade da curva obtida, visto que, quanto mais 
proximo de 1,0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de 
regressao estimados. ' 

Na Figura 3.1, e demonstrada a determinagao grafica da faixa de linearidade e da faixa dinamica, de acordo com a 
IUPAC. 10 


Y (resposta) 



Figura 3.1 Determinagao grafica da faixa de linearidade e da faixa dinamica, de acordo com a International Union 
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC ). 26 

Para verificar se a equagao de regressao e estatisticamente significativa, podem ser efetuados os testes de ajuste 
do modelo linear, validade da regressao, sua eficiencia e sua eficiencia maxima. Um coeficiente de correlagao maior 
que 0,999 e considerado como evidencia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao; no entanto, valores 
menores podem ser aceitos de acordo com o guia ou resolugao utilizado como parametro do estudo de 
validagao. 1 ° A Figura 3.2 representa o parametro linearidade, limites de confianga e coeficientes. 

Em qualquer tecnica instrumental, a relagao linear simples, descrita pela equagao y = ax + b, somente e valida 
em um determinado intervalo de massa ou concentragao da especie medida. Esse intervalo de massas ou 
concentragoes, no qual se pode construir uma curva analitica linear, e a faixa linear dinamica. ’ 

Determinada a linearidade, a curva analitica ou de calibragao deve ser promovida para cada analito e corrida 
analitica, que sera usada para calcular a sua concentragao nas amostras, utilizando-se a mesma matriz biologica 
proposta para o estudo. N Shah et al. (1992) 28 relatam que a curva de calibragao deve incluir a analise da amostra 
branco (matriz biologica isenta de padrao do analito e do padrao interno), da amostra zero (matriz biologica mais o 
padrao interno) e de, no minimo, seis amostras contendo padrao do analito e padrao interno, contemplando o limite 
de variagao esperado, do LIQ ate 120% da concentragao mais alta que se pretende analisar. Os criterios de aceitagao 
da curva de calibragao sao: 

• Desvio menor ou igual a 20% em relagao a concentragao nominal para o LIQ 

• Desvio menor ou igual a 15% em relagao a concentragao nominal para as outras concentragoes da curva de 
calibragao 

• Pelo menos quatro de seis concentragoes da curva de calibragao devem cumprir com os criterios anteriores, 
incluindo o LIQ e a maior concentragao da curva de calibragao 

• Coeficiente de correlagao linear deve ser igual ou superior a 0,98. 

Ainda que as causas para a perda de linearidade sejam caracteristicas de cada tecnica, trata-se de um fenomeno 
que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados. Os padroes analiticos devem ser analisados, no minimo, em 









duplicata, e em ordem aleatoria. Cabe destacar que, para avaliar a linearidade do metodo analitico, os calculos da 
regressao linear nao sao suficientes, sendo adequado avaliar tambem os valores dos residuos da regressao linear. 
Assim, o calculo dos coeficientes de regressao de uma curva analitica deve ser acompanhado de uma cuidadosa 
inspegao, para verificar se todos os pontos a serem usados estao dentro da faixa linear dinamica correspondente." 



on massa) 

Figura 3.2 Curva representativa da linearidade, limites de confianga e coeficientes. 

De acordo com Ribani et al. (2004), 3 uma das maneiras de visualizar a faixa linear e por meio da construgao de 
um grafico com respostas relativas no eixo y e as concentragoes correspondentes, em escala logaritmica, no eixo x. 
A linha obtida deve ser horizontal sobre toda a faixa linear. Sao desenhadas outras linhas horizontais paralelas no 
grafico, para 95 e 105% da linha da faixa linear. Conclui-se que o metodo e linear ate o ponto em que a resposta 
relativa intercepta a li nh a de 95 ou 105%. A construgao da curva com a concentragao em escala logaritmica 
possibilita melhor visualizagao da faixa linear. 

Os procedimentos recomendados pelas agencias reguladoras para estabelecer a curva analitica e determinagao da 
linearidade nao sao harmonizados. A faixa de aplicagao corresponde ao intervalo entre o valor superior e inferior da 
substancia em exame, que atenda aos requisitos. Em geral, a faixa de aplicagao e expressa nas mesmas unidades 
dos resultados obtidos pelo metodo e depende do uso em questao. Varias recomendagoes sao encontradas na 
literatura; por exemplo, a Anvisa especifica um intervalo compreendido entre 80 e 120% da concentragao teorica 
para farmacos e medicamentos e de ate 120% do limite maximo especificado para determinagao de impurezas. 7 

Para analise de substancias quimicas em alimentos, seria desejavel especificar que o primeiro nivel de 
concentragao da curva analitica seja abaixo do LMR ou LMPR estabelecido para o analito. 14 

Ainda, a IUPAC especifica que os pontos da curva analitica devem ser igualmente espagados sobre a faixa de 
concentragao de interesse, e que esta faixa compreenda 0 a 150% ou 50 a 150% do valor esperado, dependendo de 
qual das duas opgoes for mais adequada. 10 AICH, dentre outros, recomenda variagao de ± 20% do valor declarado 
ou esperado. g 

As diretrizes da ICH e da Anvisa especificam um minimo de cinco niveis de concentragao, juntamente com 
certos minimos de variagao especificados; 7 9 a IUPAC recomenda seis ou mais niveis de concentragao."' Para 
modelos nao lineares, devem ser incluidas pelo menos oito amostras de diferentes concentragoes na curva de 
analitica, conforme a RDC n- 27/2012. 

Essa resolugao descreve ainda que, caso a variancia do erro nao seja constante em toda a faixa de quantificagao 












do metodo analitico, deve ser utilizada a ponderagao que apresentar o menor valor para soma dos erros relativos dos 
valores nominais dos padroes de calibragao versus seus valores obtidos pela equagao da curva. Os calibradores 
estao aprovados quando atendem aos seguintes criterios: 8 

• Desvio menor ou igual a 20% em relagao a concentragao nominal para os padroes do LIQ 

• Desvio menor ou igual a 15% em relagao a concentragao nominal para os outros padroes de calibragao. 

A quantificagao do composto de interesse em validagao pode ser obtida por meio dos seguintes metodos: 
padronizagao externa; padronizagao interna; superposigao de matriz e adigao padrao. 3 

Padronizagao externa 

O metodo de padronizagao externa compara a area do pico analitico da substancia a ser quantificada na amostra 
com as areas obtidas com solugoes de concentragoes conhecidas preparadas a partir de um padrao. Pelo fato de esse 
metodo ser sensivel a erros de preparo das amostras e dos padroes e de injegao das solugoes padrao e das amostras, 
deve ser feito a cada analise. 

Padronizagao interna 

O metodo de padronizagao interna consiste na preparagao das solugoes padrao de concentragoes conhecidas da 
substancia de interesse; a elas, adiciona-se a mesma quantidade conliecida de um composto chamado padrao interno. 
Apos analise dessas solugoes, constroi-se um grafico, relacionando a razao de areas (area do pico da substancia/area 
do pico do padrao interno que tern concentragao constante) com a concentragao (variada) da substancia. A amostra 
tambem e analisada apos a adigao da mesma quantidade conliecida do padrao interno. 

O metodo de padronizagao interna e extremamente util, sobretudo pelo fato de que independe de pequenas 
mudangas em variaveis experimentais, como temperatura da coluna e tamanho da amostra. 

Superposigao de matriz 

O metodo de superposigao de matriz ( matrix-matched) consiste na adigao do padrao da substancia em diversas 
concentragoes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia, e construgao do grafico de calibragao 
relacionando as areas obtidas com as concentragoes dos padroes. O metodo de superposigao de matriz pode ser 
utilizado para calibragao, tanto com a padronizagao interna como com a padronizagao externa. E usado para 
compensar o efeito da matriz ou de possiveis interferentes, e e de suma importancia em determinagoes quando a 
matriz pode interferir na pre-concentragao, extragao, separagao ou detecgao da substancia de interesse. 

Sua principal vantagem sobre o metodo de padronizagao externa e o fato de fornecer melhor correspondence com 
a composigao da amostra. Por exemplo, se algumas substancias sao determinadas em soro humano e uma solugao 
padrao aquosa for usada na calibragao, resultados erroneos podem ser obtidos por causa do efeito da matriz; para 
tais medigoes, uma matriz de soro humano seria melhor para realizar a calibragao em vez de solugao aquosa. O 
metodo de superposigao de matriz tern o inconveniente de nao proporcionar a magnitude do efeito de coextratos, 
alem de aumentar o custo e o tempo das analises. 

Apesar de se obter uma calibragao confiavel com o metodo de superposigao da matriz, ele e somente um meio 
para compensar efeitos da matriz, mas nao elimina situagoes analiticas tipicas: a intensidade de um efeito e a 
concentragao de interferentes na matriz podem diferir de uma matriz ou amostra para outra. Assim, em amostras 
nas quais pode ocorrer o efeito da matriz e nao se tern disponivel uma matriz isenta da substancia de interesse para 
utilizar o metodo de superposigao de matriz, deve-se utilizar o metodo de adigao padrao. 

Adigao padrao 

Este metodo consiste na adigao de quantidades conhecidas da substancia de interesse que esta sendo analisada a 
quantidades conhecidas da amostra, antes do seu preparo. 

Constroi-se uma curva analitica, relacionando as quantidades da substancia adicionada a amostra com as 
respectivas areas obtidas. O ponto em que a reta corta o eixo das ordenadas corresponde a area do pico analitico da 
substancia que esta sendo determinada, sem qualquer adigao do padrao. A extrapolagao da reta define, no eixo das 
abscissas, a concentragao da substancia na amostra analisada. O metodo de adigao padrao e trabalhoso, mas e 
especialmente importante nos casos em que a amostra e muito complexa, as interagoes com a matriz sao 


significativas e quando houver dificuldade de encontrar um padrao interno adequado ou uma matriz isenta da 
substantia de interesse. 

A Figura 3.3 demonstra a inter-relagao dos diferentes metodos de construgao da curva de calibragao. 

Os metodos de quantificagao nao tem regras ou guias; o metodo final selecionado deve fomecer a melhor 
exatidao possivel e um alto nlvel de precisao. O metodo escolhido para quanti ficagao deve alcangar esses objetivos 
em menor tempo possivel, com um minimo de envolvimento do operador, alem de utilizar pouca quantidade de 
amostra. O metodo de quantificagao ideal dependera da amostra especifica, do numero de amostras, da 
complexidade da matriz, da possibilidade de automagao e da disponibilidade de padroes. 



Figura 3.3 Inter-relagao dos diferentes metodos de construgao da curva de calibragao. 3 

Diversos autores sugerem que o metodo da superposigao de matriz e indicado nas analises toxicologicas; 
contudo, nao ha consenso de quantos niveis de calibradores devem ser preparados e quantas replicatas de cada 
calibrador devem ser analisadas. O modelo de calibragao ponderada tambem e considerado apropriado para o 
calculo da concentragao de analito presente na amostra, em casos em que a faixa linear dinamica e ampla. A 
homocedasticidade, um pre-requisito para modelos nao ponderados, somente pode ser esperada quando a faixa 
linear dinamica e pequena. 6 

■ Sensibilidade 

A sensibilidade de um metodo indica sua capacidade de discriminar, com fidelidade estabelecida, concentragoes 
proximas de um analito; pode ser determinada por intermedio da inclinagao da curva analitica. No caso de uma reta, 
quanto maior o angulo de inclinagao, mais sensivel sera o metodo. 2 ' 

Outra maneira de detenninar a sensibilidade e comparando as equagoes de duas retas; 2( ' aquela que apresentar 
maior coeficiente angular representara o metodo mais sensivel. Quando nao se dispoe dos graficos de calibragao, ou 
das equagoes, essa comparagao pode ser efetuada pela relagao: 

S = 2V 2s 

Em que S = sensibilidade; s = desvio padrao determinado na concentragao de interesse. Nesse caso, quanto 
menor 0 valor de s, maior a sensibilidade. 

■ Limite de detec^ao 

O limite de detecgao (LD) representa a menor concentragao do analito que pode ser detectada, mas nao 














necessariamente quantificada, utilizando um determinado metodo analitico. 1 ' 9 O LD pode ser calculado de tres 
maneiras diferentes: metodo visual, metodo relagao sinal-ruido e metodo com base em parametros da curva 
analitica. 

Metodo visual 

Utilizado para determinar o limite de detecgao, utilizando a matriz com adigao de concentragoes conliecidas da 
substancia de interesse, de tal modo que se possa distinguir entre ruido e sinal analitico pela visualizagao da menor 
concentragao visivel (detectavel). Esse procedimento tambem pode ser feito por meio do instrumento utilizando 
parametros de detecgao no metodo de integragao. 

Metodo da relagao sinal-ruido 

Pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos que mostram o ruido da linha de base. Para determinar a 
relagao sinal-ruido, realiza-se a comparagao entre a medigao dos sinais de amostras em baixas concentragoes 
conhecidas do composto de interesse na matriz e um branco (matriz isenta do composto de interesse) dessas 
amostras. Assim, e estabelecida uma concentragao minima, na qual a substancia pode ser facilmente detectada. A 
relagao sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1, proporgoes geralmente aceitas como estimativas do limite de detecgao. 

Metodo com base em parametros da curva analitica 

O limite de detecgao (LD) pode ser expresso como: 

LD =_£i±L 
S 

Em que s = estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa do desvio padrao do branco, da 
equagao da linha de regressao ou do coeficiente linear da equagao; S = inclinagao (slope) ou coeficiente angular da 
curva analitica. Para calcular esses dados, uma curva analitica devera ser realizada utilizando a matriz contendo o 
composto de interesse na faixa de concentragao proxima ao limite de detecgao. 

Na Figura 3.4, e possivel observar a determinagao do ruido de um detector de cromatografia. 

■ Limite inferior de quantifica^ao 

O limite inferior de quantificagao (LIQ) representa a menor concentragao do analito que pode ser medida, 
utilizando um determinado procedimento experimental. 1,9 Assim como o LD, o LIQ e expresso como uma 
concentragao; a precisao e a exatidao das determinagoes tambem devem ser registradas. 

Esse criterio e uma boa regra a ser seguida; no entanto, nao se deve esquecer de que a determinagao do LIQ 
representa um compromisso entre a concentragao, a precisao e a exatidao exigidas. Isso significa que, quando 
decresce o nivel de concentragao do LIQ, a medigao torna-se menos precisa; se houver necessidade de mais 
precisao, uma concentragao maior deve ser registrada para o LIQ. O metodo analitico e seu respectivo uso ditam 
esse compromisso. 

Os mesmos criterios de LD podem ser adotados para o LIQ, utilizando a relagao 10:1; ou seja, o LIQ pode ser 
calculado utilizando o metodo visual, a relagao sinal-ruido ou a relagao entre a estimativa do desvio padrao da 
resposta (s) (que pode ser a estimativa do desvio padrao do branco, da equagao da linha de regressao ou do 
coeficiente linear da equagao) e a inclinagao da curva analitica (S), em niveis proximos ao LIQ, a partir da equagao: 

10s 

S 

O metodo mais utilizado e o da relagao sinal-ruido para tecnicas analiticas em geral; contudo, em tecnicas 
analiticas de separagao, como as cromatograficas e eletroforeticas, a medigao do ruido nao e trivial e, as vezes, 
subjetiva (visto que a curva analitica e construida com a area e nao somente o sinal do detector). Alem disso, tanto 
o LD quanto o LIQ podem ser afetados pelas condigoes cromatograficas. Picos maiores aumentam a relagao sinal- 
ruido, resultando em LD e LIQ mais baixos. 

A determinagao cromatografica desses parametros deve considerar tanto o tipo quanto o tempo de uso da coluna. 





O melhor caminho para resolver o problema do calculo do LD e LIQ e utilizar o metodo com base nos parametros 
da curva analltica, que e estatisticamente mais confiavel. A curva analltica deve conter a concentragao 
correspondente ao LIQ. 



Figura 3.4 Determinagao do ruido de um detector de cromatografia . 26 

De acordo com a RE 899/03 da Anvisa, 7 o pico de resposta do analito no LIQ deve ser identificavel e 
reprodutlvel com precisao de 20% e exatidao de 80 a 120%, por meio da analise de, no mlnimo, cinco amostras de 
padroes. 

■ Limite superior de quantifica^ao 

O limite superior de quantificagao (LSQ) e a concentragao maxima de um analito presente em uma amostra que 
pode ser quantificada com precisao e exatidao aceitaveis. Em geral, o LSQ e o maior ponto da curva de 
calibragao. 6,16 

■ Efeito residual 

De acordo com a RDC 27/12, da Anvisa, 8 para avaliar o efeito residual ( carryover ), e necessario que sejam 
realizadas, no minimo, tres injegoes da mesma amostra branco, sendo uma antes e duas logo apos a injegao de uma 
ou mais amostras processadas do LSQ. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos de amostras 
processadas do LIQ. Assim, as respostas de picos interferentes no tempo de retengao do analito devem ser 
inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras processadas do LIQ; as respostas de picos interferentes no 
tempo de retengao do PI devem ser inferiores a 5% da resposta do PI. Se o efeito residual for inevitavel, 
procedimentos especificos devem ser adotados na execugao do metodo, com o objetivo de controlar seu efeito, 
evitando que a precisao e a exatidao do metodo sejam afetadas. 

■ Exatidao 

A exatidao expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como verdadeiro ou como 
referenda. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro e o obtido por uma medigao perfeita, e este e 
indeterminado por natureza. 26 

A exatidao e sernpre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de confianga (ou seja, aparece sernpre 
associada a valores de precisao). Esses limites podem ser estreitos em niveis de concentragao elevados e mais 
amplos em niveis de baixas concentragoes (tragos). 

O numero de ensaios varia conforme a legislagao ou diretriz adotada e tambem com as caracteristicas da 
pesquisa. AICH estabelece que pelo menos nove determinagoes envolvendo um minimo de tres diferentes niveis de 
concentragao devem ser obedecidas; 9 por exemplo, ensaios em triplicata para tres niveis de concentragao. Esta 
recomendagao e tambem adotada pela Anvisa. 7,8 

Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de um metodo sao: materiais de referencia; comparagao de 
metodos; ensaios de recuperagao e adigao padrao. 


Materials de referencia certificados 





Os CRM (certified reference materials ) sao materials de referencia acompanhados de um certificado que 
apresenta o valor de concentragao de uma dada substancia, ou outra grandeza, para cada parametro e uma incerteza 
associada. Os materials de referencia certificados sao fomecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, como 
NIST (National Institute of Standards and Technology - EUA), LGC (Laboratory of the Govermnent Chemist - 
UK), USP (United States Pharmacopeia) e FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme - UK). 

Os valores obtidos pelo laboratorio (a media e a estimativa do desvio padrao de uma serie de replicatas) da 
mesma amostra padrao devem ser comparados com os valores certificados do material de referencia, para verificar 
a exatidao do metodo. 

Comparaqao de metodos 

Consiste na comparagao entre resultados obtidos empregando-se o metodo em desenvolvimento e os resultados 
conseguidos por meio de um metodo de referencia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos 
pelos dois metodos; ou seja, o grau de exatidao do metodo testado em relagao ao de referencia. 

Essa abordagem assume que a incerteza do metodo de referencia e conhecida. As analises sao efetuadas em 
replicata, utilizando os dois metodos em separado (o metodo em desenvolvimento e o de referencia), sobre as 
mesmas amostras, em uma faixa de concentrates em que se pretende validar o metodo. 

Ensaios de recuperagao 

Quando um CRM do analito em questao nao esta disponivel, o ensaio de exatidao pode ser estimado em relagao a 
recuperagao do metodo. 24 

A recuperate (ou fator de recuperagao), R, e definida como a proporgao da quantidade da substancia de 
interesse, presente ou adicionada na porgao analitica do material teste, que e extraida e passivel de ser quantificada. 
A recuperagao mede a eficiencia do procedimento de extragao de um metodo analitico dentro de um limite de 
variagao. Porcentagens de recuperagao do analito e do padrao interno em torno de 100% sao desejaveis; no entanto, 
sao admitidos valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e exata. 7-8-26 

A informagao de recuperagao pode ser estimada de CRM (em que a quantidade de substancia e previamente 
conhecida), quando disponiveis, ou de um composto substituto ( surrogate ). O substituto e definido como um 
composto ou elemento puro adicionado ao material teste, no qual o comportamento quimico e fisico e representative 
da substancia de interesse na forma nativa. Diz-se que o composto e um substituto porque este e transferido para a 
amostra e pode nao estar efetivamente no mesmo equilibrio que a substancia na forma nativa; entao, determina-se a 
recuperagao do substituto, fazendo uma “corregao de recuperagao” para a substancia de interesse. 1 Os compostos 
substitutes, adicionados nas amostras, podem ser de varios tipos: 

• Padrao da substancia adicionado a matriz isenta da substancia ou a amostra (fortificagao, incorporagao, 
dopagem, enriquecimento; termos provenientes do ingles, spiking ); a US-FDA reconhece duas categorias de 
padroes de referencia: compendiais e nao compendiais. Os padroes de referencia compendiais sao obtidos de 
fontes como a USP e nao necessitam de caracterizagao posterior. Os padroes de referencia nao compendiais sao 
substancias com elevado teor de pureza, que podem ser obtidas por meio de um esforgo razoavel e devem ser 
cuidadosamente caracterizados para garantir sua identidade, potencia e pureza. E recomendavel que fatores de 
corregao de pureza sejam incluidos em qualquer calculo existente no metodo 

• Uma versao da substancia modificada isotopicamente 

• Composto quimicamente diferente da substancia de interesse, mas representative de seu comportamento; 
algumas vezes, esse composto e denominado padrao interno. 30 

Esse teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras extraidas a partir de tres 
concentragoes (baixa, media e alta), contemplando a faixa de linearidade do metodo, com os resultados obtidos com 
solugoes padrao nao extraidas, que representam 100% de recuperagao. O calculo da recuperagao deve ser feito em 
fungao da relagao de resposta do padrao extraido e nao extraido, tanto para o analito quanto para o padrao interno, 
separadamente. 78-26 

Para componentes em maiores concentragoes, os niveis de adigao podem ser 50, 75, 100, 125 e 150% do nivel 
esperado para a substancia. Os intervalos aceitaveis de recuperagao, para analise de residuos, geralmente estao entre 


70 e 120%, com precisao de ate ± 20%. No entanto, dependendo da complexidade analltica e da amostra, este valor 
pode ser de 50 a 120%, com precisao de ate 15%. 23 

A limitagao do procedimento de recuperagao e que a substancia adicionada nao esta, necessariamente, na mesma 
forma daquela presente na amostra. Isso pode implicar, por exemplo, a presenga de substancias adicionadas em uma 
forma que proporcione melhor detecgao, ocasionando avaliagoes excessivamente otimistas da recuperagao. Pelo fato 
de outros componentes da matriz poderem interferir na separagao, detecgao ou na quantificagao da substancia, os 
efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados. 

E importante considerar como a eficiencia do metodo varia em fungao da concentragao da substancia. Na maioria 
dos casos, a dispersao dos resultados aumenta com a diminuigao da concentragao e a recuperagao pode diferir 
substancialmente em altas e baixas concentragoes. Por esse motivo, a recuperagao deve ser avaliada na faixa de 
concentragao esperada para o composto de interesse. Isso pode ser feito adicionando a substancia em pelo menos 
tres diferentes concentragoes; por exemplo, proximo ao limite de quantificagao, proximo a concentragao maxima 
permitida pelo metodo em teste e em uma concentragao proxima a media da faixa de uso do metodo. Para analises 
em nivel de residuos, o Grupo de Analistas de Residuos de Pesticidas (GARP) recomenda que se trabalhe nos 
niveis de adigao de 1, 2 e 10 vezes o valor de limite de quantificagao. 3 


Adigao padrao 

Esse metodo sera usado nos casos em que for dificil ou impossivel preparar um branco da matriz sem a 
substancia de interesse. Nesse metodo, quantidades conhecidas da substancia sao adicionadas em diferentes niveis 
em uma matriz da amostra, antes do procedimento de preparo desta, que ja contenha quantidades (desconhecidas) da 
substancia. A concentragao da substancia de interesse na amostra original pode ser determinada grafica e 
matematicamente, como j a mostrado anteriormente. Em geral, para adigao padrao, uma boa abordagem e adicionar 
25, 50 e 100% da concentragao esperada da substancia na matriz. A amostra sem adigao do padrao e cada uma das 
amostras com o padrao adicionado devem ser analisadas, e as quantidades medidas relacionadas com a quantidade 
adicionada. 3 

De acordo com a Anvisa, a exatidao do metodo deve ser determinada utilizando-se, no minirno, 3 concentragoes 
(baixa, media e alta), contemplando a faixa de variagao do procedimento e realizando-se, no mrnimo, 5 
determinagoes por concentragao. Deve ser em uma mesma corrida analltica (exatidao intracorrida) e em corridas 
diferentes (exatidao intercorridas) e o desvio nao deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificagao, para o 
qual sao admitidos desvios menores ou iguais a 20%. 7-8 

A exatidao e expressa pela relagao entre a concentragao media determinada experimentalmente e a concentragao 
teorica correspondente: 

[1 - (concentragao teorica - 

concentracao media experimental)] 

Exatidao = - 7 — z —- X 100 

concentragao teorica 


Ainda, a exatidao pode ser obtida pela relagao: 29 


Exatidao = 


concentragao media detectada 
concentragao real 


X 100 


Valores baixos de exatidao sao, geralmente, ocasionados por erros sistematicos que provocam desvios ou 
tendencias (bias) nos resultados. Assim, uma exatidao expressa como 105% indicaria uma tendencia de desvio de 
5%, enquanto uma exatidao expressa como 95% significaria uma tendencia negativa de 5%. 26 


■ Precisao 

A precisao representa o grau de dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma 
amostra, amostras semelhantes ou padroes, sob condigoes definidas. 19 A precisao pode ser determinada em 
condigoes de repetibilidade ou de reprodutibilidade. 26 
Nas condigoes de repetibilidade, resultados independentes sao obtidos com: 




• Mesmo metodo 

• Mesma amostra 

• Mesmo laboratorio 

• Mesmo operador 

• Mesmo equipamento 

• Curto intervalo de tempo. 

Nas condigoes de reprodutibilidade, resultados sao obtidos com: 

• Mesmo metodo 

• Mesma amostra 

• Diferentes laboratories 

• Diferentes operadores 

• Diferentes equipamentos. 

O desvio padrao da reprodutibilidade e, em geral, aproximadamente duas vezes maior que o da repetibilidade. A 
precisao tambem pode ser expressa como precisao intradia ou como interdias. 

Na pratica, em validagao de metodos, o numero de determinagoes e geralmente pequeno, e o que se calcula e a 
estimativa do desvio padrao absoluto (s). Pode ser expresso o desvio padrao relativo (CV) conforme a formula: 

DP 

RSD = —X 100 
CMD 

Em que DP e o desvio padrao e CMD, a concentragao media determinada. 

Normalmente, metodos que quantificam compostos em macroquantidades requerem um CV de 1 a 2%. Em 
metodos de analise de tragos ou impurezas, sao aceitos CV de ate 20%, dependendo da complexidade da amostra. 
Uma maneira simples de melhorar a precisao e aumentar o numero de replicatas. 

A precisao tambem pode ser expressa por meio do intervalo de confianga da media, que e uma faixa de valores, 
em que existe uma determinada probabilidade de se encontrar certo valor de uma variavel, calculada pela equagao: 

s 

Intervalo de confianga media = x ± t n , X — 7 — 

Em que: t n .j = valor critico da distribuigao de Student com n-1 graus de liberdade. O valor t e tabelado e 
apresenta valores para diferentes niveis de confianga. 

A precisao em validagao de metodos e considerada em tres niveis diferentes: repetitividade; precisao 
intermediaria e reprodutibilidade. 

Repetitividade 

A repetitividade ( repeatability ) representa a concordancia entre os resultados de medigoes sucessivas de um 
mesmo metodo, efetuadas sob as mesmas condigoes de medigao, chamadas condigoes de repetitividade: mesmo 
procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condigoes; mesmo local; repetigoes em 
um curto intervalo de tempo. O termo repetitividade e adotado pelo Vocabulario Internacional de Metrologia, 
utilizado pelo Inmetro. Por outro lado, a Anvisa utiliza o mesmo conceito para o termo repetibilidade. 

A repetitividade envolve varias medigoes da mesma amostra, em diferentes preparagoes; eventualmente, e 
denominada precisao intraensaio ou intracorrida e pode ser expressa por meio do desvio padrao relativo (RSD), 
tambem chamado de coeficiente de variagao (CV). 1 Nao se deve confundir repetitividade com precisao 
instrumental, que e medida pelas injegoes repetitivas, sequenciais da mesma amostra (tipicamente 10 ou mais 
vezes), seguida pela media dos valores da area do pico ou altura do pico e determinagao da estimativa do desvio 
padrao relativo de todas as injegoes. 

Para a repetitividade, o Inmetro recomenda sete ou mais repetigoes para o calculo da estimativa do desvio 
padrao. 1 AICH e Anvisa sugerem que a repetitividade seja verificada a partir de um minimo de nove determinagoes 
cobrindo o limite especificado do procedimento (p. ex., tres niveis, tres repetigoes cada um), ou a partir de um 






mini mo de seis determinates a uma concentragao similar ao valor esperado. 

Para analise de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, propoe-se preparar um conjunto de 
amostras da mesma matriz em tres niveis de concentragao, equivalentes a 1; 1,5 e 2 vezes o LMPR ou 0,5; 1 e 1,5 
vez o LMR; promover a analise das amostras fortificadas em cada nivel com pelo menos seis replicatas; repetir o 
procedimento em duas outras ocasioes; calcular a concentragao media, a estimativa do desvio padrao e o desvio 
padrao relativo. 19 

Precisao intermediary 

Indica o efeito das variagoes dentro do laboratorio, devido a eventos como diferentes dias ou diferentes analistas 
ou diferentes equipamentos, ou uma combinagao destes fatores. 

A precisao intermediary e reconliecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um unico 
laboratorio e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada. O objetivo da validagao da precisao intermediary e 
verificar que, no mesmo laboratorio, o metodo fornecera os mesmos resultados. 

O numero de ensaios necessarios para se avaliar a precisao intermediary segue a mesma recomendagao da ICH e 
Anvisa para o calculo de repetitividade descrita anteriormente. A precisao intermediary pode ser demonstrada por 
meio da estimativa do coeficiente de variagao (CV)- 1 

Reprodutibilidade 

Trata-se do grau de concordancia entre os resultados das medigoes de uma mesma amostra, efetuadas sob 
condigoes variadas (mudanga de operador, local, equipamentos etc.). 1 A reprodutibilidade refere-se aos resultados 
dos estudos de colaboragao entre laboratories e deve ser considerada em situagoes como a padronizagao de 
procedimentos analiticos a serem incluidos (p. ex., em farmacopeias). E muito comum encontrar desacordo entre 
metodos analiticos. Isso aparece quando varios laboratories analisam uma amostra em comum, em estudos 
colaborativos. 

Frequentemente, altas variagoes sao observadas entre os resultados. Assim, os dados provenientes de apenas um 
laboratorio nao sao suficientes para avaliar a reprodutibilidade do metodo. Estudos colaborativos nao sao somente 
indispensaveis para avaliagao da reprodutibilidade, eles tambem podem ser de grande ajuda para testar a exatidao do 
metodo. 26 

AIUPAC nao aconselha tirar conclusoes com menos de cinco laboratories e recomenda oito laboratories em seu 
guia atual. Alem disso, mais critico que o numero de laboratories envolvidos e que estes tenham competencia e 
habilidades similares aos que usarao o metodo em rotina. A documentagao que apoia os estudos de precisao em 
nivel de reprodutibilidade deve incluir estimativa do desvio padrao absoluto, estimativa do desvio padrao relativo e 
intervalo de confianga. 3 

Ha uma relagao matematica para expressar a dependencia entre valores do CV e concentragao da substancia, pelo 
exame de resultados cumulativos de estudos colaborativos envolvendo grande faixa de compostos de interesse, 
matrizes e tecnicas analiticas. Os valores obtidos por essa relagao matematica sao introduzidos em um grafico e 
originam a denominada trombeta de Horwitz. ’ 

Como criterios de aceitagao, na analise de residuos em alimentos, e estabelecido que o coeficiente de variagao 
(CV), obtido para os ensaios de reprodutibilidade, envolvendo repetidas analises com o material de referenda ou 
amostra branco fortificada, nao deve exceder o nivel calculado pela equagao de Horwitz: 19 

CV = 2 (1 -°’ 51o b c) 

Em que C e a fragao de massa expressa como exponencial de 10 (p. ex., 1 mg/g = 10 3 ). Todavia, a equagao de 
Horwitz nao deve ser usada para estabelecer um parametro de CV para concentragoes inferiores a 100 pg/'kg, uma 
vez que os valores seriam extremamente elevados e que, nesses casos, o CV deve ser o mais baixo possivel. Ja para 
os ensaios de precisao intermediary, o CV deve ficar entre 1/2 e 2/3 do valor calculado pela equagao de Horwitz, o 
que e justificado, uma vez que essa equagao expressa a dependencia entre a variancia e a concentragao do analito, 
assumindo resultados obtidos por metodos diferentes em ensaios interlaboratoriais. Resultados obtidos para a 
precisao intermediary nao devem apresentar um CV superior ao da reprodutibilidade interlaboratorial. 

Os termos definidos por algumas agencias reguladoras misturam os termos de repetibilidade e reprodutibilidade, 


o que pode levar aos equivocos de conceito. De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a maneira 
mais adequada de avaliar a reprodutibilidade e por meio do ensaio de proficiencias (estudos colaborativos entre 
laboratories). Para tanto, devem ser utilizados no mrnimo cinco materiais testes e a participagao de oito 
laboratories, recomendagao esta que muitas vezes nao e passivel de ser executada. Nao sendo possivel o estudo 
colaborativo, pode-se estimar a reprodutibilidade por meio da precisao interensaio. E possivel encontrar guias para 
ensaios de proficiencia junto a IUPAC e ao Inmetro. 19 

Langas (2004) 26 demonstra que ha uma relagao entre exatidao e precisao, que pode ser observada na Figura 3.5. 
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Figura 3.5 Relagao entre exatidao e precisao. 26 


■ Limite de decisao 

O limite de decisao (CCa) e um termo usado pela Comunidade Europeia e depende se o analito presente na 
matriz (no caso, um alimento) tiver um limite maximo de residuo (LMR) ou apenas um limite mrnimo de 
performance requerida (LMPR) estabelecido. 19 

O limite de decisao e o limite a partir do qual se pode concluir que uma amostra nao esta em conformidade, com 
uma probabilidade de erro a (alfa). Define-se como o menor nivel de concentragao, no qual o metodo pode 
discriminar com uma certeza estatistica de 1-a que o analito em questao esta presente. 11 

E estabelecido de acordo com criterios e requisitos para validagao de metodos analiticos, e e utilizado para 
metodos de identificagao ou identificagao/quantificagao. No caso de substancias para as quais o limite permitido nao 
e definido, o CCa pode ser obtido por meio de: 29 


• Curva de calibragao e, neste caso, um material branco deve ser usado e fortificado no nivel minimo de 
desempenho requerido e acima do mesmo, de modo equidistante. Essas amostras devem ser analisadas e, apos 
identificagao, deve ser representado graficamente o sinal em fungao da concentragao adicionada. O limite de 
decisao e igual a concentragao correspondente ao intercepto y mais 2,33 vezes o desvio padrao da 
reprodutibilidade intralaboratorial. Isso e aplicado somente a ensaios quantitativos (a = 1%) 

• Analise de pelo menos 20 brancos da matriz, suficientes para calcular a razao sinal/ruido no intervalo de tempo 
em que se espera detectar o analito. Pode-se usar como limite de decisao 3 vezes a razao sinal/ruido. Esse 
procedimento e aplicavel tanto a ensaios quantitativos quanto qualitativos. 

No caso de substancias com o limite permitido definido, o CCa pode ser estabelecido por meio de: 29 













• Curva de calibragao e, neste caso, um material branco deve ser usado e fortificado em tomo do limite permitido, 
de modo equidistante. Devem ser analisadas as amostras, e representado graficamente o sinal em fungao da 
concentragao adicionada. O limite de decisao e igual a concentragao correspondente ao limite permitido mais 
1,64 vez o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial (a = 5%) 

• Analise de pelo menos 20 materials branco por matriz, fortificados com o(s) analitos(s) no limite permitido. O 
limite de decisao e igual a concentragao no limite permitido mais 1,64 vez o correspondente desvio padrao (a = 
5%). 

■ Capacidade de detecgao 

A capacidade de detecgao (CC(3) e o teor mais baixo que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado em 
uma amostra com uma probabilidade de erro [1 No caso de substancias para as quais nao haja limite permitido, a 
capacidade de detecgao e a concentragao mais baixa a que o metodo e capaz de detectar em amostras realmente 
contaminadas, com uma certeza estatistica de l-(3. No caso de substancias com um limite permitido estabelecido, a 
capacidade de detecgao e a concentragao que o metodo e capaz de detectar com uma certeza estatistica de 1-p. 

A capacidade de detecgao deve ser determinada de acordo com os requisitos para triagem, identificagao ou 
identificagao/quantificagao conforme definido. No caso de substancias para as quais o limite permitido nao e 
estabelecido, o CCfl pode ser obtido por meio de;-" 

• Curva de calibragao e, neste caso, um material branco deve ser usado e fortificado no nivel minirno requerido e 
abaixo do mesmo, em passos equidistantes. As amostras devem ser analisadas e representado graficamente o 
sinal em fungao da concentragao adicionada. A capacidade de detecgao e igual a concentragao correspondente ao 
limite de decisao mais 1,64 vez o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial do conteudo medio 
medido no limite de decisao (ft = 5%) 

• Analise de pelo menos 20 materials brancos por matriz, fortificados com o(s) analitos(s) no limite de decisao. 
As amostras devem ser analisadas e os analitos, identificados. A capacidade de detecgao e igual ao valor de 
limite de decisao mais 1,64 vez o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial do conteudo medido (p = 
5%). 

No caso de substancias para as quais o limite permitido e estabelecido, o CCP pode ser obtido por meio de: 24 

• Curva de calibragao e, neste caso, um material branco representative deve ser usado e fortificado em torno do 
limite permitido, em passos equidistantes. As amostras devem ser analisadas e os analitos, identificados. Deve 
ser calculado o desvio padrao do conteudo medio medido no limite de decisao. A capacidade de detecgao e igual 
a concentragao no valor do limite de decisao mais 1,64 vez o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial 
(P = 5%) 

• Analise de pelo menos 20 materials brancos por matriz, fortificados com o(s) analitos(s) no limite de decisao. 
A capacidade de detecgao e igual ao valor do limite de decisao mais 1,64 vez o correspondente desvio padrao (P 
= 5%). 

Vale observar que, para as substancias com LMPR estabelecido, o CCa e o CCP correspondem ao LOD e LOQ, 
respectivamente. Para as substancias com LMR estabelecido, nao existe relagao entre o CCa e o CCP e os LOD e 
LOQ, mas fazem referenda ao valor de LMR e sao importantes para inspegao de produtos de origern animal quanto 
a presenga de residuos de medicamentos veterinarios. 19 

■ Estabilidade dos padroes e das amostras 

Para obter resultados confiaveis e reprodutiveis, as amostras, os padroes e os reagentes usados devem ser 
estaveis por um periodo razoavel (p. ex., 1 dia, 1 semana, 1 mes, dependendo da necessidade). 21 Frequentemente, 
em equipamentos automatizados, as corridas cromatograficas sao realizadas durante a noite para melhor 
aproveitamento do funcionamento do laboratorio. Essa pratica requer maior estabilidade das solugoes. 

A estabilidade das amostras e padroes e importante em terrnos de temperatura e tempo. Se uma solugao nao for 
estavel em temperatura ambiente, a diminuigao da temperatura pode aumentar a estabilidade das amostras e padroes. 


Com relagao ao tempo, e mais desejavel estabilidade de dias ou meses; no entanto, em alguns casos, as solugoes 
precisam ser preparadas cada vez que for realizada a analise. Em certos tipos de amostras, e necessario avaliar a 
estabilidade da substancia para detenninar o tempo de estocagem das amostras. Tempos longos de estocagem de 
amostras biologicas, por exemplo, aumentam a probabilidade de degradagao dos compostos de interesse, com 
subsequente formagao de metabolites. Conhecendo a estabilidade, as analises podem ser completadas antes que 
ocorra a degradagao. 

A estabilidade do analito em liquidos biologicos, segundo a Anvisa, depende de suas propriedades quimicas, da 
matriz biologica e do material de acondicionamento utilizado. 7 ' 8 A estabilidade determinada para um tipo de matriz e 
de material de acondicionamento especifico nao pode ser extrapolada para outros. As condigoes de realizagao dos 
ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condigoes de manuseio e analise das amostras. 

E necessario avaliar a estabilidade do analito durante a coleta e o manuseio da amostra, apos armazenagem de 
longa duragao (congelamento) e curta duragao (a temperatura ambiente), apos ciclos de congelamento e 
descongelamento e nas condigoes de analise. Deve-se incluir tambem avaliagao da estabilidade do analito nas 
solugoes padrao, preparadas com solvente apropriado em concentragoes conhecidas. As determinagoes de 
estabilidade devem utilizar um conjunto de amostras, preparadas a partir de uma solugao estoque recente do analito 
em analise, adicionado a matriz biologica sem interferencia. 

Estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento 

Deve-se testar a estabilidade do analito apos tres ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando-se, no 
minimo, tres amostras das concentragoes baixa e alta determinadas na validagao do metodo analitico, nas seguintes 
condigoes: as amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para o armazenamento e mantidas por 24 h, 
sendo entao submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as 
amostras devem ser novamente congeladas a temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 h, e assim 
sucessivamente, ate contemplar os tres ciclos, quantificando-se o analito nas amostras apos o terceiro ciclo. Os 
resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras recem-preparadas. 

Estabilidade de curta duragao 

Para verificar essa estabilidade, sao utilizadas pelo menos tres amostras das concentragoes baixa e alta, 
determinadas na validagao do metodo analitico. Cada uma devera permanecer a temperatura ambiente de 4 a 24 h 
(com base no tempo em que as amostras do estudo serao mantidas a temperatura ambiente) e analisadas. Os 
resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras recem-preparadas. 

Estabilidade de longa duragao 

O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duragao deve exceder o intervalo de tempo 
compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise da ultima. A temperatura utilizada no ensaio deve 
reproduzir a recomendada para armazenamento das amostras, normalmente igual a -20°C. 

Para verificagao dessa estabilidade, utilizam-se, no minimo, tres amostras das concentragoes baixa e alta, 
determinadas na validagao do metodo analitico. As concentragoes de todas as amostras de estabilidade devem ser 
comparadas com a media dos valores anteriormente calculados para as amostras do primeiro dia do teste. 

Estabilidade pos-processamento 

Em caso de utilizagao de equipamentos que empregam sistemas automaticos de amostragem/injegao, deve-se 
realizar estudo de estabilidade do analito, na amostra processada para analise, incluindo o padrao interno, na 
temperatura sob a qual o teste sera realizado e por periodo de tempo superior a duragao da corrida analitica. 
Utilizam-se, no minimo, tres amostras das concentragoes baixa e alta, determinadas na validagao do metodo 
analitico. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras recem-preparadas. 

Estabilidade das solugoes padrao 

Deve ser avaliada a estabilidade das solugoes padrao do analito e do padrao interno, mantidas a temperatura 
ambiente por, no minimo, 6 h apos a preparagao. Em caso de tais solugoes serem armazenadas sob refrigeragao ou 
congelamento, a estabilidade tambem deve ser avaliada, contemplando a temperatura e o periodo de armazenamento 


das mesmas. 

Os resultados desse teste devem ser comparados com aqueles obtidos por meio de solugoes recentemente 
preparadas do analito e do padrao interno. 

As amostras serao consideradas estaveis quando nao se observar desvio superior a 15% do valor obtido das 
amostras recem-preparadas, com excegao do LIQ, para o qual se aceita desvio de ate 20%. Independentemente de 
qual seja o metodo estatistico utilizado para avaliar os resultados dos estudos de estabilidade, este devera estar 
descrito claramente no Procedimento Operacional Padrao (POP). 

■ Robustez 

De acordo com o Imnetro, a robustez de um metodo ( robustness ) mede a sensibilidade que este apresenta diante 
de pequenas variagoes. Diz-se que um metodo e robusto quando ele nao e afetado por uma modificagao pequena e 
deliberada em seus parametros. A robustez de um metodo cromatografico e avaliada, por exemplo, pela variagao de 
parametros como a concentragao do solvente organico, pH e forga ionica da fase movel em HPLC, programagao da 
temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de extragao, agitagao etc. As mudangas 
introduzidas refletem as alteragoes que podem ocorrer quando um metodo e transferido para outros laboratories, 
analistas ou equipamentos. 1,26 

Para detenninar a robustez de um metodo, o Imnetro recomenda o teste de Youden. 1 Trata-se de um teste que 
possibilita nao apenas avaliar a robustez do metodo, como tambem ordenar a influencia de cada uma das variagoes 
nos resultados finais, indicando qual o tipo de influencia de cada uma dessas variagoes. De acordo com esse teste, 
sao realizados oito ensaios com uma combinagao fatorial dos efeitos e e verificado qual efeito ou combinagao de 
efeitos que apresentam variagoes. 

A IUPAC utiliza o mesmo conceito de robustez para a palavra ruggedness . 10 A USP tambem utiliza o termo 
ruggedness, mas com uma definigao diferente, que lembra reprodutibilidade: “A robustez de um metodo analitico e 
o nivel de reprodutibilidade dos resultados dos testes obtidos pelas analises de algumas amostras sob uma 
variedade de condigoes normais de teste, tais como diferentes laboratories, diferentes analistas, diferentes 
instrumentos, diferentes lotes de reagentes, diferentes dias etc.” 21 

Em trabalhos nos quais ha mudangas de fornecedores, marcas ou equipamentos ao longo do desenvolvimento e 
validagao das metodologias, sem alteragao significativa nos resultados, e possivel afirmar que o metodo apresenta 
uma robustez intrinseca, pois manteve sua resposta em meio a mudangas de ambiente de analise. 

■ Metodos em que a matriz biologica isenta de analito nao esta dispomvel 

De acordo com a Anvisa, 8 quando a matriz biologica isenta do analito nao estiver disponivel, a seletividade pode 
ser testada pela comparagao das inclinagoes de pelo menos seis curvas de adigao padrao em seis amostras de fontes 
distintas de matriz biologica (contendo um nivel basal do analito) e da curva padrao em solugao ou matriz 
substituta. O metodo e considerado seletivo se as inclinagoes das curvas nao forem significativamente diferentes. 
Contudo, deve ser definido previamente um modelo estatistico para comparagao das inclinagoes. 

Os ensaios de validagao da curva de calibragao, exatidao e efeito residual podem ser realizados utilizando padroes 
de calibragao e controles de qualidade (CQ) em solugao ou matriz substituta, desde que seja atendido o que foi 
descrito para o teste de seletividade. Os ensaios de validagao de precisao e estudos de estabilidade devem ser 
realizados na mesma matriz biologica das amostras em estudo. Os estudos de estabilidade devem ser realizados de 
acordo com um dos procedimentos a seguir: 

• Comparagao das concentragoes obtidas das amostras recem-preparadas com as obtidas das mesmas amostras 
apos o periodo de estabilidade em estudo 

• Comparagao com os valores nominais, desde que a matriz seja previamente analisada e o nivel basal do analito 
completado, a fim de alcangar as concentragoes do CQ de baixa concentragao (CQB) e CQ de alta concentragao 
(CQA). 


Controle de qualidade 



A cada lote de analises, e sugerido que a corrida analitica seja composta das amostras relacionadas, de acordo 
com a seguinte ordem: 

• Amostra teste do equipamento, que consta de uraa substancia cuja determinagao seja bem caracterizada, visando 
aferir o instrumento em relagao as suas variaveis’ 2 

• Amostra de padrao do analito de interesse, visando estabelecer a eficiencia do instrumento em relagao ao analito 
no dia de sua analise 32 

• Amostras de branco de referenda, que sao preparadas na mesma matriz das amostras em teste. Devem ser 
utilizados dois brancos: um que sera analisado apos a amostra de padrao e o outro, apos a maior concentragao 
da curva analitica, para verificar o fenomeno de carryover da substancia' 2 

• Amostras da curva de calibragao, que devera ser feita em cada lote. O numero e as concentrates poderao ser os 
mesmos que os utilizados na validagao; todavia, ha referenda de que esta necessidade nao exista e que o 
laboratorio possa usar na rotina um numero menor de calibradores para a geragao dos resultados ' 2 

• Amostras em teste' 2 

• Amostras de CQ, preparadas em tres e/ou quatro concentragoes: CQ do limite inferior de quantificagao (CQ- 
LIQ): mesma concentragao de LIQ; CQ de baixa concentragao (CQB): menor ou igual 3 x LIQ; CQ de media 
concentragao (CQM): aproximadamente a media entre CQB e CQ de alta concentragao (CQA): 75 a 90% da 
maior concentragao da curva de calibragao. 

■ Criterios de aplicagao do metodo validado 

A analise de todas as amostras de um analito em matriz biologica deve ser concluida dentro do periodo de tempo 
para o qual a estabilidade tenha sido determinada. 

No uso rotineiro do metodo analitico validado, sua precisao e exatidao devem ser monitoradas regularmente para 
assegurar a continuidade do desempenho satisfatorio. Para alcangar este objetivo, amostras de CQ devem ser 
analisadas juntamente com as demais, em cada corrida analitica. 

As amostras de CQ devem ser incorporadas em intervalos adequados, dependendo do numero total de amostras 
da corrida, sempre em igual numero de replicatas de cada concentragao (CQB, CQM e CQA). 

O numero de amostras de CQ (em multiplos de tres) a ser incorporado em cada corrida analitica nao deve ser 
inferior a 5% do numero de amostras desconhecidas. Para corridas analiticas constituidas de ate 120 amostras, pelo 
menos seis CQ (uma duplicata de cada concentragao) devem estar presentes. 

Os resultados das amostras de CQ servirao de base para aceitagao ou rejeigao da corrida analitica. No minimo, 
67% (quatro de seis) das amostras de CQ devem estar dentro de mais ou menos 15% dos seus respectivos valores 
nominais, exceto para o LIQ, para o qual sao admitidos desvios menores ou iguais a 20%; 33% (duas de seis) 
amostras de CQ podem estar fora destes limites, mas nao para a mesma concentragao. 7-8 ' 26 

A participagao em programas de controle interlaboratoriais sao ferramentas uteis para demonstrar a qualidade de 
um resultado analitico. Esses programas vem apresentando crescimento significativo, uma vez que as discussoes 
conjuntas entre os participantes representam a oportunidade de troca de informagoes a respeito de tecnicas e sua 
aplicagao em matrizes nao conhecidas. E possivel diminuir as variabilidades intrinsecas de metodos, melhorando a 
qualidade dos resultados obtidos e produzindo resultados confiaveis, principalmente quando nao estao disponiveis 
outros meios de estabelecer a cadeia de rastreabilidade da medigao desejada. 

Outros beneficios podem ser citados: indicam situagoes em que os participantes devem revisar seus 
procedimentos; mostram a necessidade de investimento na qualidade de pessoal tecnico e fornecem subsidios ao 
laboratorio para a manutengao do estado de calibragao de seus equipamentos. 33 

Intervalo de aplicagao e expressao do resultado final 

O intervalo de aplicagao corresponde ao intervalo - incluindo as concentragoes inferior e superior - no qual o 
procedimento analitico se revelou satisfatorio do ponto de vista dos parametros executados na validagao. Nesse 
caso, o metodo nao deve ser aplicado fora desses limites. Caso se deseje modifica-lo de modo a ampliar o intervalo 
de aplicagao, um novo procedimento de validagao deve ser planejado e executado. 26 



O MAPA (Ministerio da Agriculture, Pecuaria e Abastecimento), no guia de validagao e controle de qualidade 
analitica “farmacos em produtos para alimentagao e medicamentos veterinarios”, recomenda que os resultados das 
analises de amostras de ensaio de rotina devem ser corrigidos pela recuperagao obtida naquela batelada de analises, 
no nivel de concentragao mais proximo do resultado da amostra analisada. Esta corregao deve ser feita tanto para 
resultados oriundos de curvas de calibragao obtidas a partir de padroes de calibragao de analitos puros em solugao, 
como para aqueles obtidos de extrato de matriz branca fortificado com o analito. A corregao de recuperagao ou o 
fator de recuperagao medios, da batelada de analises no nivel de concentragao mais proximo do resultado da 
amostra de ensaio, deverao sempre ser relatados no certificado oficial de ensaio, junto com o resultado da medigao; 
o resultado final deve ser relatado junto a incerteza da medigao. 34 

Revalidagao 

Dentro de um laboratorio e provavel que, apos um periodo de tempo, certos reagentes e equipamentos possam ter 
sofrido alteragoes, seja por mudanga de fomecedor, troca de componentes ou desgaste do equipamento provocado 
pelo uso constante. E possivel que o desempenlio do metodo e, portanto, a validade dos resultados obtidos pelo 
metodo sejam afetados por ess as mudangas. 

A revalidagao, que pode ser necessaria em tal situagao, e a reavaliagao de um metodo analitico validado em 
resposta a uma mudanga em algum aspecto do metodo/' 

E impraticavel e provavelmente desnecessario revalidar um metodo que tenlia sofrido “pequenas mudangas”. 
Prop5e-se que essas pequenas variagoes sejam avaliadas durante a validagao, no parametro de robustez, e que a 
revalidagao de metodo seja limitada as situagoes relativas as mudangas mais extensas. 

Para metodos de separagao, alteragoes significativas poderiam ser devido a mudangas no produto para o qual o 
metodo foi validado, no instrumento, no reagente (tipo ou fabricante) ou no procedimento. A revalidagao tambem 
deve ser considerada quando ha alteragao na proposta e/ou no nivel de qualidade desejado do metodo. Nesse caso, o 
procedimento e modificado, ou mesmo quando um metodo e usado novamente apos um certo periodo de tempo. 
Com relagao aos parametros que devem ser inclusos na revalidagao, pode-se dizer que quanto maiores as alteragoes 
no metodo, maior deve ser a abrangencia da revalidagao. 

Analise estatistica 

O controle estatistico nao indica que o processo de medida esteja necessariamente otimizado, mas estabilizado. 
Apenas a verificagao estatistica continua do metodo demonstra sua eficiencia. Essa verificagao deve ser feita por 
meio de controles estatisticos capazes de aferir a qualidade da medida. 

Em geral, documenta-se o controle estatistico por meio do estabelecimento de mapas de controle de precisao e 
exatidao, com intervalo de confianga aceitavel, detenninando-se, assim, a proficiencia da medida. 33 

Comentariosfinais 

Os conceitos de validagao de metodos continuam a evoluir e estao sempre sob consideragao. Embora a legislagao 
tenha diferentes interpretagoes sobre os requisitos e criterios de validagao, parte desta caracteristica e intencional, 
pois possibilita a adaptagao para cada tipo de problema, viabilizando assim que o processo seja adaptado para cada 
objetivo ou finalidade analitica. 

Para conduzir a validagao, e necessario o conhecimento da legislagao referente as substancias em estudo, suas 
matrizes e as diretrizes propostas pelas agendas reguladoras que atuam na area em questao. Deve-se optar por uma 
linha a ser seguida e utiliza-la durante todo o processo. 

A validagao de metodos deve ser planejada antes de seu desenvolvimento e execugao, de maneira a correlacionar- 
se com o desenvolvimento e a otimizagao dos metodos de maneira logica e organizada. Na Figura 3.6, e 
exemplificada uma sequencia para a execugao do processo de validagao. 






Figura 3.6 Criterios de validagao que visam assegurar a confiabilidade de um metodo. 

Correlacionando-se desenvolvimento, otimizagao e validagao de metodos de uma maneira logica e organizada, os 
laboratories podem obter resultados bastante eficientes e produtivos. A validagao de metodos pode ser um processo 
tedioso, mas a qualidade dos resultados esta diretamente relacionada com a qualidade desse processo. 
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Capitulo 4 

Coleta, Transporte e Conservagao de Amostras 


Edna Maria Alvarez Leite 


Introdu^ao 

As analises toxicologicas englobam uma grande variedade de determinates envolvendo incontaveis xenobioticos 
e inumeras amostras, biologicas ou nao. Em geral, essas analises sao realizadas em aliquotas de amostras coletadas; 
no entanto, em alguns casos (p. ex., em certas analises com finalidade forense), a amostra total obtida pode ser 
utilizada. 

Sabe-se que a concentragao de um analito em uma amostra pode ser alterada durante a coleta, transporte e 
conservagao (armazenamento) da mesma, caso essas etapas pre-analiticas nao sejam realizadas de maneira 
adequada. Condigoes como o anticoagulante usado em amostras de sangue, o material dos recipientes utilizados 
para coleta e armazenamento e o uso de conservantes ou de diluentes durante as etapas devem ser cuidadosamente 
selecionados de modo a nao contribuir para a variabilidade analitica. E certo que uma amostragem, incluindo as 
etapas de coleta, transporte e armazenamento, quando adequadamente realizada, tern papel essencial para a 
confiabilidade do resultado analitico e contribui, de maneira efetiva, para que a incerteza associada a medida seja 
minimi zada. Em outras palavras, a confianga em um resultado analitico final depende de uma correta e adequada 
amostragem; essa dependencia se tornou maior a medida que o desempenho dos metodos foi aumentando, 
diminuindo a exigencia de uso de grandes quantidades de amostra para uma analise. : 

Embora existam alguns setores ou organismos nacionais e internacionais que padronizam e divulgam protocolos 
referentes as medidas apropriadas para se obterem, armazenarem e transportarem amostras analiticas, a experiencia 
pratica de cada analista e essencial, frente a grande variedade de analitos e tipos de amostras existentes. A coleta e o 
manuseio adequado das amostras, para cada analise ou para um grupo de analises, exigem, portanto, a presenga e a 
coordenagao de alguem experiente ou especialmente treinado para esse tipo de realizagao. 

A maior parte das analises toxicologicas tern sua amostragem realizada fora do laboratorio de toxicologia. Assim, 
quando o responsavel pela amostragem nao apresentar as condigoes necessarias para essa atividade, o laboratorio 
devera fornecer assistencia pratica, no sentido de tomar essas condigoes pre-analiticas as mais adequadas possiveis. 

No presente capitulo, serao apresentadas algumas medidas praticas que possibilitarao uma amostragem 
apropriada a realizagao de alguns tipos de analises toxicologicas. Serao enfocadas condigoes gerais para coleta, 
transporte e conservagao de amostras biologicas (p. ex., urina, sangue, ar expirado, cabelo) utilizadas nas analises 
toxicologicas com finalidade forense, de diagnostico de intoxicagoes alimentares e de avaliagao da exposigao 
ocupacional. Alem disso, informagoes referentes a amostragem e ao manuseio de amostras de agua serao 
apresentadas neste capitulo. 

Amostras biologicas 


■ Toxicologia ocupacional 





A amostragem biologica para fins de monitoramento ocupacional representa um momenta critico para a exatidao 
e a confiabilidade dos resultados analiticos. Sabe-se que algumas das maiores fontes de erro nas analises 
toxicologicas ocupacionais decorrem de contaminagoes/decomposigoes das amostras coletadas e dos equivocos 
ocorridos na escolha da matriz a ser analisada, no horario da coleta, no transporte e na conservagao das amostras. 

Para a realizagao de um monitoramento biologico de exposigao ocupacional, alem dos cuidados inerentes a todas 
as analises toxicologicas, e recomendado o estabelecimento de uma estrategia previa de amostragem, com a 
determinagao de quantos trabalhadores devem ser monitorados, levando-se em consideragao, basicamente, o 
tamanlio do setor ocupacional, o tipo de exposigao dos trabalhadores, os agentes presentes no meio e o biomarcador 
a ser analisado. Como medida de seguranga para o laboratario e instrumento de auxilio na interpretagao clinica dos 
resultados analiticos, recomenda-se tambem que, antes da etapa de amostragem, os trabalhadores selecionados 
preencham um protocolo toxicologico contendo seus historicos ocupacionais e algumas caracteristicas e habitos 
individuals (p. ex., dieta, tabagismo, consumo de bebidas alcoolicas e refrigerantes, uso de medicamentos, 
existencia de alteragoes clinicas, entre outras). Alem disso, nesse protocolo, devem constar dados referentes a 
coleta da amostra (data, horario, volume coletado etc.). 4 

Na maioria das vezes, as etapas pre-analiticas para as analises toxicologicas ocupacionais sao direcionadas em 
fungao das caracteristicas flsico-quimicas e cineticas dos biomarcadores a serem analisados (tipo e quantidade de 
amostra, horario da coleta, utilizagao de conservantes e anticoagulantes). Existem, no entanto, medidas gerais que 
devem ser implantadas para a coleta, armazenamento e transporte das amostras biologicas ocupacionais, e serao 
mencionadas a seguir. 1 6 

Urina 

Amostras spot de urina, ou seja, aquelas coletadas em um dado periodo do dia (representam, em media, a urina 
excretada na bexiga nas 2 a 4 h anteriores) sao as mais indicadas para a analise dos biomarcadores. Apenas em 
casos excepcionais, por exemplo, quando o resultado analitico e questionado ou o valor do indicador biologico 
encontrado esta muito proximo (patamar superior ou inferior) do indice biologico maximo permitido (IBMP), pode 
ser empregado o exame de urina de 24 horas. Nesse caso e necessaria a conscientizagao do trabalhador sobre a 
importancia de se coletar toda a urina produzida no dia. 

E necessario que os frascos utilizados para a coleta das amostras de urina sejam de tamanlio adequado para o 
volume de amostra exigido pela analise, estejam devidamente limpos e contenham o conservante apropriado, 
quando for o caso. 

A escolha do frasco apropriado para a coleta da amostra, se de plastico ou vidro, por exemplo, exige o 
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos analitos a serem determinados. De maneira geral, podem ser 
utilizados os frascos de plastico apropriados adquiridos no comercio; no entanto, em alguns casos, esses frascos 
sao inadequados como, por exemplo, na determinagao do tolueno inalterado, que exige recipientes de vidro ambar. 

Os frascos que forem adquiridos no comercio nao devem permanecer sem uso por mais de 6 meses. 

A contaminagao das amostras de urina pode ocorrer em diferentes periodos da amostragem, como coleta, 
armazenamento, transporte e durante a analise laboratorial; cuidados especiais devem ser tornados para evitar essa 
contaminagao. 

As amostras devem ser coletadas fora do local de trabalho, sob a supervisao de pessoal tecnico habilitado. Antes 
da coleta de suas amostras urinarias, os trabalhadores nao deverao estar vestindo suas roupas de trabalho; 
recomenda-se que os mesmos lavem as maos e o oriflcio uretral antes da coleta (o banho complete e a medida 
preferencial, quando possivel) e desprezem o primeiro jato de urina antes de recolher a amostra. 

Apos a coleta, os frascos com as amostras devem ser transportados em bolsas/caixas termicas hermeticamente 
fechadas a temperatura interna de 4°C, no maximo. 

O horario da coleta e determinado pela cinetica do xenobiotico a ser analisado; em muitos casos, recomenda-se 
coletar a amostra ao final da jornada de trabalho ou nas 3 h finais da mencionada jornada. 

O volume coletado deve ser suficiente para a realizagao das analises desejadas; um volume aproximado de 50 ml 
costuma ser suficiente. E importante destacar que, nos casos de analise de substancias volateis, o volume coletado 
devera preencher todo o espago interno dos frascos, evitando a possivel perda por volatilizagao do analito 
decorrente da existencia de espago morto (vazio) na parte superior do frasco. Nesses casos, recomenda-se coletar 
volumes menores de urina (15 a 20 mf). Esses frascos nao deverao ser abertos ate o momenta da analise. 


Sangue 

Alguns cuidados especiais devem ser tornados, quando a amostra biologica a ser coletada e o sangue. 

A coleta de sangue deve ser realizada por um profissional capacitado para isso: flebotomista, enfenneiro do 
trabalho, paramedico e medico do trabalho sao os mais recomendados. 

A pele, no local da coleta, devera ser limpa (o ideal seria que o trabalhador tomasse um banho completo antes da 
amostragem). Eventualmente em alguns casos, como por exemplo, na coleta de sangue para a determinagao de 
baixas concentragoes de chumbo, pode ser indicada limpeza mais especifica da pele com solugao diluida de HC1 
purissimo (0,1 mol/1), seguida de limpeza com etanol e agua desionizada. 

O trabalhador devera permanecer sentado antes da pungao venosa por aproximadamente 15 min, de modo a evitar 
a hemoconcentragao que ocorre quando os individuos se encontram de pe, ou a hemodiluigao que se instala como 
resultado de atividade fisica, mesmo que pequena. O uso de torniquete ou outro mecanismo capaz de provocar 
estase sanguinea no local deve ser evitado, ou utilizado o mais breve possivel, uma vez que esses mecanismos 
resultam em hemoconcentragao. 

Um ponto critico da amostragem sanguinea e o uso de anticoagulante, quando necessario. O tipo e a quantidade 
de anticoagulante utilizado devem ser escolhidos em fungao do biomarcador a ser analisado, sua possivel 
concentragao e o tempo de conservagao da amostra. Assim, por exemplo, a heparina, que tern poder anticoagulante 
de apenas alguns dias, nao deve ser utilizada se as amostras forem analisadas mais tardiamente. Apesar disso, em 
termos de risco de contaminagao das amostras sanguineas, especialmente aquelas utilizadas na determinagao de 
metais como chumbo e cadmio, por exemplo, o uso da heparina apresenta-se mais adequado do que o de outros 
anticoagulantes como oxalato e fluoreto de sodio. O citrato de sodio e o EDTA (acido etilenodiaminotetracetico), 
por apresentarem agao quelante, podem interferir com uma serie de detenninagoes quimicas. Alem disso, o EDTA 
pode produzir diminuigao no volume de eritrocitos e, consequentemente, modificar a concentragao de alguns 
analitos. 

O uso de tubos de coleta a vacuo e, atualmente, a maneira mais comum para se coletarem amostras de sangue, 
mas sao essenciais alguns cuidados na selegao do tipo de tubo a ser utilizado, nao apenas pela questao do 
anticoagulante presente, mas tambem porque o material liberado pelas tampas de alguns desses tubos pode interferir 
na analise. E necessario tomar todo o cuidado possivel, para nao ocorrer hemolise da amostra coletada. Quando as 
amostras desejadas forem o soro ou o plasma, as separagoes dos componentes celulares do sangue devem ocorrer o 
mais rapidamente possivel. 

Nas situagoes em que a coleta de sangue e realizada pelo metodo tradicional, com agulha e seringa, e necessario 
avaliar o tipo de agulha usada, uma vez que as de ago, por exemplo, podem conter tragos de metais como niquel, 
cromo, manganes e cobalto. 

Ar expirado 

O interesse na utilizagao do ar expirado como amostra biologica, no monitoramento ocupacional de compostos 
volateis, vem crescendo gradativamente, basicamente por ser um metodo nao invasivo e refletir adequadamente a 
concentragao sanguinea do composto de interesse. A utilizagao dessa amostra, no entanto, apresenta algumas 
dificuldades, tais como: pequena concentragao dos xenobioticos na amostra, exigindo tecnicas analiticas de maior 
sensibilidade; meia-vida curta de alguns compostos no ar expirado, obrigando a realizagao da coleta em tempo bem 
estabelecido apos a exposigao; grande quantidade de vapor de agua que funcionara como interferente na coleta e a 
tecnica utilizada para a coleta do ar expirado. 

Diferentes opgoes para diminuir a interferencia da presenga dos vapores de agua no ar expirado sao encontradas 
na literatura e, assim, o laboratario ou o organismo responsavel pela obtengao da amostra, antes de coletar o ar 
expirado, devera selecionar o tipo de equipamento a ser utilizado na amostragem. Alem disso, e necessario 
determinar o momenta para se obter a amostra, considerando a cinetica do analito, a duragao e a tecnica de coleta do 
ar expirado em fungao da fisiologia respiratoria. 

Um dispositivo bastante simples, denominado BSC (Breath Single Canister), 9 para a coleta do ar expirado, foi 
validado nos anos 1990 pela USEPA - U.S. Enviromnental Protection Agency, sendo ainda bastante utilizado em 
laboratories norte-americanos. O frasco coletor ( canister ) apresenta-se com o formato de um pequeno botijao de 
ago inoxidavel, geralmente com capacidade de 1 i , contendo uma valvula regulavel na parte lateral superior e uma 


pequena pega descartavel de Teflon® (tubo), em sua parte superior, por onde sera coletado o ar expirado. A 
superficie interna do frasco deve estar neutralizada, empregando-se normalmente para isso uma tecnica de 
polimento eletrolitico. O individuo deve coletar sua amostra fechando seus labios sobre o tubo de Teflon® e, em 
seguida, vedando o nariz com a mao. Ao final de uma expiragao, ou seja, quando o volume corrente de ar 
(aproximadamente 500 mf) tiver sido eliminado, o individuo deve abrir a valvula do frasco e continuar a expirar, 
coletando, assim, o ar alveolar. Um diagrama desse sistema de coleta pode ser encontrado no trabalho de Pleil e 
Lindstrom (1997). 9 

Esse equipamento esta disponivel no comercio e possibilita a coleta de ar expirado por meio de um processo 
simples e facil. Sua grande limitagao, para a maioria dos laboratories toxicologicos em termos nacionais, e a 
necessidade de acoplamento de dispositivos especiais, normalmente aos cromatografos a gas em que serao 
realizadas as analises, para a retirada, em condigoes criogenicas, da aliquota da amostra coletada que sera injetada 
dentro da coluna cromatografica. 

Varias outras tecnicas de coleta do ar expirado sao encontradas na literatura, algumas utilizando captagao dos 
analitos em sorventes especificos, outras empregando a tecnica de extragao em fase solida (SPE) ou a 
microextragao em fase solida (SPME). 

Pawliszyn (1997) 10 propos o uso de dois metodos de amostragem utilizando-se SPME, um passivo e outro ativo. 
Na tecnica denominada passiva, o ar exalado e coletado inicialmente em um tipo de amostrador (p. ex., bolsas 
plasticas) e somente depois dessa coleta o analito sera extraido pela SPME. Na amostragem ativa, a coleta e feita na 
propria fibra de microextragao, empregando-se para isso uma adaptagao no dispositivo SPME. Para tanto, um tubo 
de Teflon®, pelo qual sera expirado o ar alveolar, passa a recobrir a fibra do dispositivo que, quando exposta, 
extraira o analito de interesse. Para cada composto especifico, e necessario padronizar o tipo de fibra mais adequado 
e o tempo de expiragao dentro do tubo. Recomenda-se que o individuo aspire o ar pelo nariz e prenda a respiragao 
por cerca de 5 a 10 s. Em seguida, deve expirar todo o volume corrente, fora do tubo de Teflon® e, so entao, 
expirar o restante do ar (ar alveolar) dentro do dispositivo, em uma velocidade lenta. 11 Tecnica de amostragem 
semelhante foi empregada por Ghittori et al. (2004), 12 para proceder a analise de tolueno no ar expirado de 
individuos expostos ao solvente. 

A duragao da expiragao dentro do tubo de Teflon® depende do composto a ser analisado e do tipo de fibra 
utilizada (p. ex., material e espessura da fibra). Apos a coleta, o dispositivo e levado ao laboratario e a amostra e 
diretamente dessorvida no injetor de um cromatagrafo a gas. 

Saliva 

A utilizagao da saliva como amostra biologica ocupacional tern sido estudada mais recentemente. Essa amostra 
pode representar uma opgao vantajosa no monitoramento de alguns xenobioticos como metais (Pb e Cd), tabaco 
(cotinina) e outros biomarcadores indicatives, por exemplo, de estresse ocupacional (cortisol, imunoglobulina A). 13 ' 
15 Estudos da composigao proteomica da saliva tern sido desenvolvidos objetivando novos biomarcadores 
ocupacionais ou de doengas em geral. 16 

Por ser uma coleta nao invasiva, a amostragem e mais bem aceita pelos trabalhadores, alem do fato de ser 
simples e de facil administragao, podendo ser realizada pelo proprio trabalhador, desde que devidamente orientado, 
dispensando a necessidade de recurso humano especializado. 1 ' Os resultados analiticos encontrados nas amostras de 
saliva refletem a concentragao dos biomarcadores em tempo real - ou seja, no momenta em que a coleta foi 
realizada; ao contrario, por exemplo, da urina, que fica armazenada na bexiga antes de ser excretada. 

O emprego da saliva como amostra no monitoramento biologico de chumbo e cadmio tern crescido nos ultimos 
anos, embora existam varias limitagoes apresentadas por alguns pesquisadores. O uso dessa amostra no 
monitoramento do chumbo, por exemplo, nao e indicado nos casos de exposigoes a elevadas concentragoes do 
metal, uma vez que a correlagao existente entre os niveis sanguineos e salivares toma-se praticamente 
insignificante. 13 

O momenta e a duragao da amostragem dependem da cinetica de eliminagao do composto; se a concentragao do 
biomarcador na saliva for afetada pelo fluxo salivar, sera necessario medir a taxa de secregao do bioindicador. A 
lavagem da cavidade bucal e a coleta fora do local de trabalho sao medidas que podem diminuir a eventual 
contaminagao externa da amostra. O armazenamento da amostra coletada varia de acordo com o biomarcador que se 
deseja analisar. Na determinagao de biomarcadores de estresse ocupacional, como a imunoglobulina A (IgA), a 


amostra deve ser armazenada a -30°C por ate 3 meses. 1 ' 

Transporte e armazenamento das amostras 

Os frascos contendo as amostras, cuidadosa e hermeticamente fechados, devem ser rotulados (nome, data etc.) e, 
caso nao sejam enviados imediatamente ao laboratorio, devem ser devidamente armazenados a 4°C ou, quando 
especificado, em outras temperaturas, geralmente a -20°C. Podem ser utilizadas caixas de isopor vedadas, contendo 
gelo reciclavel em seu interior, tomando-se cuidado na fixagao adequada dos frascos, de modo a evitar que os 
mesmos quebrem ou tombem durante o transporte. 

Quando amostras de sangue forem coletadas pelo metodo tradicional, deverao ser transportadas, 
preferencialmente, dentro da propria seringa. 

No laboratorio, caso a analise nao seja realizada imediatamente, deve-se armazenar as amostras e, para isso, e 
necessario o conhecimento das propriedades fisico-quimicas do analito, como temperatura, pH e tempo de 
armazenamento compativel com sua estabilidade quimica. Como medidas gerais para o armazenamento no 
laboratorio, e recomendado manter os frascos ao abrigo da luz, em refrigerador (4°C) ou congelador (-20°C) 
quando especificado; m inimi zar o risco de alteragao no teor do analito em decorrencia de concentragao da amostra 
(p. ex., quando ocorre evaporagao de agua presente na matriz biologica, atraves das paredes dos recipientes de 
armazenamento); evitar o uso de frascos de policarbonato e de polimetilpentano, uma vez que estudos demonstram 
ser a evaporagao de agua pelas paredes desses frascos de aproximadamente 2 e 1% ao ano, respectivamente (nos 
frascos de polietileno, polipropileno, Teflon® e vidro, a perda e cerca de 0,5% ao ano). 

As amostras que necessitam ser reanalisadas meses depois da primeira analise (contraprovas, pesquisas etc.) 
devem ser mantidas em congeladores especiais (-80°C) ou sob nitrogenio liquido (-130°C, em media). 

Em qualquer situagao de armazenamento, e necessario vistoriar os frascos antes de armazena-los para se 
certificar de que todos estao completamente fechados e com os rotulos intactos e legiveis. 

■ Toxicologia de alimentos 

Intoxicates alimentares 

As intoxicagoes alimentares sao, em geral, avaliadas por meio de analises qualitativa e quantitativa do agente 
quimico etiologico no proprio alimento e nao em amostras biologicas do individuo intoxicado. Nas situagoes em 
que a analise de amostra biologica e requerida para o diagnostico da intoxicagao, esta amostra devera ser coletada, o 
mais rapido possivel, assim que os sintomas toxicos se iniciam (de preferencia nos primeiros 2 dias apos a 
exposigao). As amostras biologicas usuais sao sangue e urina; esta ultima, nos casos em que o agente etiologico e 
biotransformado no organismo. O vomito, ocorrendo em um periodo maximo de 12 h apos a exposigao, tambem 
pode ser analisado. Os cuidados gerais na amostragem do sangue e da urina devem ser, basicamente, os mesmos 
mencionados neste capitulo; algumas particularidades, no entanto, poderao estar associadas as caracteristicas dos 
agentes quimicos causadores da intoxicagao como, por exemplo, no material do recipiente de coleta e 
armazenamento, no caso das bifenilas policloradas (PCB , polychlorinated biphenyls ). 1 

Algumas vezes, e necessario separar o soro sanguineo, embora varios agentes toxicos presentes nos alimentos e 
causadores de intoxicagao como cianetos, chumbo, mercurio, compostos organicos volateis, entre outros, sejam 
determinados no sangue total. As amostras devem ser coletadas em frascos limpos e isentos de contaminantes 
quimicos. Imediatamente apos a coleta, dependendo da matriz biologica e da estabilidade quimica do composto de 
interesse, as amostras devem ser refrigeradas a 4°C ou congeladas a -15°C se a matriz biologica for vomito, urina 
ou soro. Os recipientes contendo as amostras biologicas devem se transportados em sacos plasticos duplos, 
selados, em temperatura nunca superior a 4°C. Nos casos em que as amostras devem ser congeladas, evitar colocar 
os frascos com as mesmas diretamente em contato com o gelo. 18 

Um protocolo toxicologico contendo informagoes diversas devera ser encaminhado ao laboratorio. A 
sintomatologia apresentada pelo paciente, o periodo de latencia entre a ingestao do alimento e o aparecimento desses 
sintomas, o local de residencia do intoxicado e os alimentos ingeridos nas ultimas 24 h sao algumas das 
informagoes essenciais nesse protocolo. 


■ Toxicologia forense 


Analise post-mortem 

A confianga e a relevancia de qualquer resultado analitico toxicologico sao determinadas, inicialmente, pela 
integridade da amostra submetida a analise. Considerando que apos a morte os processos metabolicos organicos 
comegam a ser reduzidos drasticamente, em diferentes velocidades, pela autolise, talvez mais do que em qualquer 
outra area da toxicologia, a amostragem post-mortem deve ser cuidadosa e rapidamente elaborada. Embora existam 
varios tipos de amostras que podem ser coletadas nesse tipo de analise forense, assim como varias tecnicas 
distintas para essa amostragem, algumas delas serao enfocadas a seguir. 19-21 

Sangue 

As concentragoes de xenobioticos encontradas em amostras de sangue periferico tern se mostrado mais confiaveis 
para as analises toxicologicas do que aquelas determinadas em amostras de sangue cardiaco, por exemplo. Assim, 
nos casos em que a morte foi causada por intoxicagao ou quando a causa do obito e desconhecida, recomenda-se a 
coleta do sangue femoral para a pesquisa. A amostra (5 a 40 mf, dependendo das analises a serem realizadas) deve 
ser coletada das veias femorais, antes de a necropsia ser iniciada, por meio de pungao percutanea com cuidado para 
nao coletar sangue de outras veias/arterias mais centrais. A coleta deve ser realizada com tubo a vacuo, de 
preferencia ambar (para evitar a fotodegradagao); o uso de tampa de borracha ou de cortiga nao e indicado. 211 

Apos a coleta, a amostra deve ser transferida para tubos de vidro ambar, novos e limpos, vedados com tampas de 
rosea recobertas com aluminio. O total ou mais de 3/4 do volume do tubo deve ser preenchido com a amostra, 
sendo indicado o uso de conservantes como o fluoreto de sodio (10 mg/mf de sangue) ou oxalato de potassio (30 
mg/mf). O uso de fluoreto de sodio, por exemplo, protege a amostra contra alteragoes post-mortem como a 
produgao bacteriana, a produgao de etanol e outros alcoois. Auxilia, tambem, no retardamento da destruigao de 
substancias quimicamente labeis como cocaina, nitrazepam, cianetos etc. 

Sempre que possivel, a coleta devera ser realizada em duplicata, para a eventual necessidade de ser repetida ou 
realizada uma segunda analise toxicologica. As amostras de sangue nao devem ser coletadas por pressao de cortes 
feitos nos membros do cadaver, uma vez que esta tecnica podera provocar alteragoes dinamicas nas concentragoes 
das substancias a serem pesquisadas no sangue. 19 21 

Urina 

As amostras de urina, coletadas antes da necropsia, apresentam grande importancia para as analises forenses 
post-mortem, principalmente quando se torna necessaria a realizagao de triagens toxicologicas (alem do produto 
inalterado, varios metabolitos urinarios poderao estar presentes na urina, facilitando a identificagao de possiveis 
agentes quimicos causadores do obito). Para a coleta dessa amostra, quando disponivel, deve-se perfurar a bexiga, 
com auxilio de agulha e seringa, apos a abertura do abdome, ou entao realizar a coleta com o auxilio de um cateter 
uretral antes do inicio da necropsia. E importante certificar se o individuo esteve usando cateter antes de falecer; 
uma vez que, nesse caso, a urina podera estar contaminada com anestesicos (p. ex., lidocaina) presentes no gel 
utilizado para a introdugao do cateter. A urina deve ser conservada em frasco de vidro com tampa de rosea, 
contendo solugao de fluoreto de sodio (30 mg/mf de urina) como conservante. Um volume aproximado de 20 mf 
de amostra e suficiente para a realizagao das analises toxicologicas. Nos casos em que a amostra tiver que ser 
congelada, apenas 80 a 90% da capacidade do frasco devera ser preenchido com a urina. 19-21 

Humor vi'treo 

Amostras de humor vitreo sao uteis quando se pesquisa morte por alcool, casos de obito relacionados com 
diabetes ou insulina e em alguns testes bioquimicos que se fizerem necessarios (ureia, glicose etc.). Sao 
particularmente importantes nos casos em que ja ocorreu putrefagao do corpo, uma vez que, protegido dentro dos 
olhos, o humor vitreo permanece esteril e mais resistente a decomposigao. 20 

As amostras devem ser coletadas de ambos os olhos, mas de maneira separada. A perfuragao do globo ocular 
devera ser realizada com uma agulha fina, apropriada para coletas intraoculares, acoplada a uma seringa com 
volume igual a 5 mf. A tecnica de coleta proposta por Forrest (1993) 19 e Millo et al. (2008) 2 recomenda a 
perfuragao da esclerotica em um angulo de aproximadamente 60°, tomando a pupila como referenda. A agulha deve 
penetrar diretamente no sentido do centro do globo ocular; a aspiragao deve ser delicada e, devido a sua 


viscosidade, o humor vitreo flui lentamente para o interior da seringa. Em geral, coletam-se 2 a 3 mi do humor 
vitreo, que devera ser conservado com fluoreto de sodio (10 mg/mt de amostra). 211 

Bile 

Algumas substancias como o paracetamol e os opiaceos, que sao concentradas no flgado e excretadas na vesicula 
biliar, podem ser determinadas na bile, coletada antes do inicio da necropsia. Embora alguns autores indiquem a 
coleta da bile com o auxilio de agulha, seringa ou cateter, 11 a viscosidade da amostra dificulta muito a utilizagao 
dessa tecnica. A maneira mais facil e simples de se coletar a bile sera por meio de incisao direta da vesicula biliar 
dentro de um frasco de vidro de 30 m 1 de capacidade, com tampa de rosea; em geral, uma aliquota de 20 m I da 
amostra e suficiente para a realizagao das analises toxicologicas. 11 

Tecidos 

Muitas vezes, quando a causa da morte e totalmente desconhecida, recomenda-se obter amostras de tecidos 
cerebral, adiposo, hepatico, renal e pulmonar, entre outros. O figado pode representar uma amostra importante, 
considerando ser esse orgao um local de concentragao e biotransformagao de xenobioticos e substancias endogenas. 
Recomenda-se coletar cerca de 100 mg do lobulo direito desse orgao, antes de o mesmo ser fixado, 
preferencialmente o mais distante possivel do estomago e vesicula biliar. 2 " 

O estomago, o intestino delgado e os rins sao outras visceras representativas na pesquisa de uma causa mortis, 
especialmente no caso de ingestao do xenobiotico, uma vez que, neste caso, a concentragao da substancia sera muito 
maior no estomago, por exemplo, que em outros orgaos. De acordo com Millo et al. (20 08), 20 o estomago deve ser 
fechado em suas duas extremidades (esofago e piloro), dessecado e, em seguida, aberto dentro de um jarro de boca 
larga. Cerca de 30 cm do intestino delgado com seu conteudo devem ser coletados e armazenados no mesmo 
recipiente que contem o estomago; a metade de cada rim deve ser obtida tambem. 

As amostras de tecido nao devem ser armazenadas em recipientes de vidro e tampouco adicionadas de agentes 
fixantes. 

Cuidado especial deve ser tornado durante a coleta, manuseio e armazenamento das amostras, para evitar a 
contaminagao cruzada entre elas, especialmente quando compostos volateis podem estar presentes. 

Os varios tipos de amostras coletadas devem ser identificadas e encaminhadas ao laboratario, juntamente com um 
protocolo toxicologico que devera conter informagoes referentes a natureza da amostra, o local de onde ela foi 
coletada, a data e a hora da coleta, a idade do individuo, a estimativa da hora em que o obito ocorreu, o periodo de 
tempo decorrido entre o falecimento e a realizagao da necropsia, a existencia e a identificagao de eventual doenga 
presente pre-obito, os medicamentos que o individuo vinha ingerindo antes do falecimento, entre outras. 

Compostos volateis como drogas de abuso 

Varios compostos volateis podem ser utilizados como drogas de abuso, e a tomada de amostras biologicas para 
identificagao exige cuidados especiais. 22 Alem do sangue, a coleta de outros tecidos, como do cerebro, tecido 
adiposo e pulmao, e importante nos casos em que se torna necessaria a pesquisa de compostos volateis e gases. 2 " 
As amostras dos tecidos devem ser coletadas antes da respectiva fixagao e armazenadas em recipientes de vidro 
separados. No caso especifico do pulmao, recomenda-se a coleta na altura do apice pulmonar, com o cuidado de 
amarrar firmemente o bronquio principal apos a abertura do tarax. Apos a divisao do hilo, o pulmao deve ser 
colocado imediatamente em um saco plastico (para evitar a perda das substancias volateis) e enviado o mais rapido 
possivel para a analise. 20 A analise do tecido adiposo, especialmente do cerebral, pode ser recomendada tambem 
nesses casos. Apos a coleta do tecido, este deve ser submetido as mesmas medidas de armazenamento indicadas 
para as amostras sanguineas. 

Na eventualidade de os compostos volateis nao terem levado o individuo a morte, a analise deve ser realizada no 
sangue como amostra de escolha (a urina somente podera ser util se uma significativa porgao do composto volatil 
for biotransformada no organismo e eliminada por essa via). Nesse caso, o sangue deve ser coletado e armazenado 
em frascos de vidro com tampa revestida de aluminio. A heparina de litio e o anticoagulante de escolha e o volume 
de sangue coletado devera ser suficiente para preencher todo o frasco (tubo de vidro). Caso o volume coletado seja 
insuficiente para esse preenchimento, o tubo deve ser trocado por um de volume menor. Os tubos contendo as 
amostras devem ser mantidos a 4°C e nao podem ser abertos ate o momenta da analise. 


As amostras coletadas para a pesquisa dos compostos volateis devem ser enviadas e analisadas imediatamente 
apos suas obtengoes; caso isso nao seja possivel, deverao ser armazenadas em refrigeragao. 

Quando os compostos volateis presentes na amostra sao o acetato de metila ou de etila, recomenda-se a adigao de 
fluoreto de sodio a 1%, objetivando inibir a atividade de enzimas esterases presentes no sangue. 

Cabelo como amostra biologica 

O cabelo e uma amostra biologica mais facil de coletar, transportar e armazenar do que o sangue e a urina, por 
exemplo. Quando adequadamente coletada, a amostra de cabelo torna possivel realizar avaliagoes retrospectivas do 
consumo cronico de substancias psicoativas, de intoxicagoes intencionais ou criminals, de exposigao a drogas de 
abuso durante a gestagao e de exposigao a alguns contaminantes ambientais ou adulterantes alimentares. 23 A analise 
dessa matriz biologica, empregando-se metodos ultrassensiveis, demonstra, inclusive, exposigao unica a uma 
pequena concentragao de um dado xenobiotico excretado pelo cabelo. Alem disso, considerando que o cabelo cresce 
de maneira uniforme e estavel, a analise de um dado segmento do fio capilar podera fornecer informagoes sobre o 
periodo de uso ou exposigao a substancia. Assim, enquanto sangue e urina expressam exposigoes recentes (ou em 
curso), a analise do cabelo pode revelar exposigoes antigas (de muitos anos passados). 

A dificuldade do uso dessa matriz biologica decorre da possibilidade de contaminagao externa do cabelo, o que 
pode resultar em um dado analitico incorreto. Essa dificuldade pode estar aumentada quando se trata de cabelo 
feminino, uma vez que produtos para tinturas, alisamentos e outros tratamentos artificials podem conter metais em 
sua composigao, interferindo na analise desejada. 

Bass et a!. (2001) 24 ' em trabalhos encontrados na literatura medica, propoem diferentes medidas de limpeza 
previa do cabelo para nao contamina-lo. Varias dessas medidas apresentaram-se inadequadas, uma vez que podem 
eliminar, tambem, o xenobiotico presente no interior do cabelo e nao apenas a contaminagao externa. Os autores 
relatam ainda que dados obtidos de outros estudos demonstraram que a lavagem dos cabelos com xampu nao 
prejudicaria a analise, salvo quando forem usados produtos especiais que contenham algum tipo de composto 
adicional como, por exemplo, sulfito de selenio. Muitos protocolos que estabelecem as exigencias para a coleta 
desse tipo de amostra biologica sao praticamente inviaveis de serem seguidos, uma vez que recomendam que apenas 
os cabelos recem-nascidos e nao tingidos, alisados ou cacheados artificialmente no minimo 3 meses antes da coleta 
deveriam ser coletados. Alem disso, estudos demonstram que, mesmo seguindo esse tipo de protocolo, a 
contaminagao externa nao e evitada em fungao da existencia de contaminantes no ar ambiental e na agua. 

Em um amplo estudo realizado sobre o cabelo como amostra biologica, Babkova (2005) 33 propoe que, antes da 
coleta da amostra de cabelo, estes sejam lavados com solventes para remover oleos e/ou potenciais agentes 
contaminantes externos e, quando possivel, que seja realizada a determinagao desses interferentes externos para 
posterior comparagao com o resultado encontrado na analise da matriz interna do cabelo. 

De maneira geral, recomenda-se que a coleta da amostra de cabelo seja realizada na parte posterior da cabega, de 
preferencia coletando os fios menos superficiais. Uma mecha interna do cabelo deve ser selecionada e cortada com 
uma tesoura o mais proximo possivel do couro cabeludo (cerca de 0,3 cm de distancia da pele). O ideal e que essa 
mecha seja arrancada em vez de ser cortada, obtendo-se assim os fios com a raiz; no entanto, por motivos eticos e 
humanitarios, esta medida nao e realizada. 

A quantidade de cabelo coletada varia de acordo com a finalidade da analise; contudo, de maneira geral, 
recomenda-se coletar 200 mg da amostra, quantidade que se apresenta como suficiente para os casos necessarios de 
contraprova ou repetigao da analise. Durante a coleta, a orientagao dos fios de cabelos deve ser marcada do sentido 
da raiz (ou parte mais inferior do fio) para as pontas. Essa estrategia podera possibilitar, se necessario, a avaliagao 
do periodo de uso ou a exposigao a substancia. 

As amostras de cabelo devem ser enviadas ao laboratorio em recipientes apropriados, como sacos plasticos com 
vedagao, devidamente identificadas com informagoes gerais previas como tamanho, cor, eventual tratamento 
quimico do cabelo e, se forem pelos, a parte anatomica do corpo da qual a amostra foi coletada. Quando a analise e 
post-mortem, e preciso encaminhar ao laboratorio outras informagoes, como data e hora da coleta, idade do 
individuo, estimativa da hora em que o obito ocorreu, periodo de tempo decorrido entre o falecimento e a realizagao 
da necropsia, existencia e identificagao de eventual doenga presente pre-obito e os medicamentos que o individuo 
vinha ingerindo antes do falecimento. 

No laboratorio, a amostra deve ser lavada e o procedimento adequado para isso varia de acordo com o tipo de 


xenobiotico que se quer analisar (metais, substancias psicoativas etc.). 

Especificamente, quando se deseja analisar metais, 24 a lavagem do cabelo coletado devera ser feita, em media, 
por quatro vezes, utilizando-se solugao diluida 1:200 de Triton X-100. A amostra devera ser enxaguada com acetona 
e deixada para secar em local limpo. Em seguida, nova lavagem com agua MiliQ e acetona, por duas vezes, devera 
ser efetivada. A amostra deve ser levada para secagem em forno descontaminado, em temperatura de 70 a 80°C. 

Quando se busca determinar substancias psicoativas ou medicamentos, a lavagem com agua MiliQ, seguida de 
um solvente apropriado (dependendo da solubilidade dos eventuais contaminantes extemos) e acetona pode ser 
suficiente. 

Depois de lavado e seco, o cabelo coletado deve ser dividido em pequenos fragmentos, cortados no sentido 
transversal, ou transformado mecanicamente em po, de modo a expor a parte interna dos fios e seu conteudo. Em 
seguida, dependendo da estabilidade do analito que se deseja pesquisar, diferentes metodos para digestao (ou 
incubagao) da amostra de cabelo deverao ser empregados, seguidos das etapas analiticas especificas do metodo de 
analise selecionado. 

Amostras de agua 

A amostragem para a realizagao de analises de agua e bastante variavel em fungao nao apenas dos diferentes 
ecossistemas aquaticos existentes (ecossistema de agua salgada: mares/oceanos e ecossistema de agua doce: lenticos 
- lagos, lagoas/loticos - rios, corregos), mas tambem do tipo de analise que se pretende realizar (analises fisica, 
microbiologica ou quimica). 

A amostragem que sera enfocada no presente capitulo sera, basicamente, aquela referente a analise de 
contaminantes quimicos das aguas doces. 

No Quadro 4.1 listamos alguns parametros indicados para a amostragem de agua do ecossistema lotico, 
objetivando a analise de contaminantes quimicos presentes. 

■ Coleta em campo (rios, lagos, corregos) 

A coleta, o armazenamento e o transporte desse tipo de amostra devem ser realizados de maneira cuidadosa, a 
fim de evitar alteragoes na composigao dos constituintes quimicos existentes na agua a ser analisada. Esses 
cuidados devem ser redobrados quando o xenobiotico a ser analisado encontra-se em quantidades-trago, o que nao 
representa situagao rara nesse tipo de analise. 


Quadro 4.1 Parametros de amostragem para analise de alguns contaminantes presentes em agua. 


Substanda 

Redpiente/volume 

Conservante 

Tempo de armazenamento 

Arsenio 

Polietileno/200 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

6 meses 

BTEX* 

Vidro ambar, tampa Teflon®/40 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

14 dias 

Cadmio 

Polietileno/200 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

6 meses 

Cianeto 

Polietileno/500 m£ 

NaOH, pH 12. Mantera4°C 

24 h 

Chumbo 

Polietileno/200 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

6 meses 

Fenol 

Vidro ambar/1.000 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

24 h 

Hidrocarbonetos derivados do 

petroleo 

Vidro/1.000 m£ 

HN0 3 , pH 2 

28 dias 

Manganes 

Polietileno/200 m£ 

HN0 3 , pH2. Mantera4°C 

6 meses 



28 dias 


Nitratos e nitritos como N 2 Polietileno/250 m£ HN0 3 , pH 2. Mantera4°C 

Zinco Polietileno/200 m£ HN0 3 , pH 2. Mantera4°C 6meses 

*BTEX: benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos. Adaptado de Wyoming Department of Environmental Quality/Water Quality Division, 
2011. 27 


O tipo de frasco utilizado na coleta, assim como a maneira de coletar a amostra, depende, basicamente, do tipo de 
composto a ser analisado e da matriz a ser amostrada. O tipo de composto a ser analisado e a matriz a ser 
amostrada (aguas superficiais, profundas, subterraneas, sedimentos etc.) determinam o tipo de frasco, o modo e o 
numero de coletas. Agencias internacionais como OEPA (Ohio Environmental Protection Agency), 27 WDA 
(Wyoming Department of Agriculture) 26 e WDEQ (Wyoming Department of Environmental Quality), 27 assim como 
organismos nacionais como COGERH (Companhia de Gestao dos Recursos Hidricos do Estado do Ceara), 28 IAL 
(Instituto Adolfo Lutz) 24 e Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) 30 dispoem de manuals 
completos que detalham e especificam os recipientes, os locais, o numero e a quantidade de amostras a serem 
coletadas. 

Muitas vezes, e necessario impedir a agao de microrganismos presentes na agua, que podem promover a hidrolise 
dos analitos de interesse e, outras vezes, e essencial impedir que compostos volateis solubilizados se percarn 
durante a amostragem. Verifica-se, portanto, que o emprego correto de tecnicas de preservagao das amostras 
coletadas e um parametro importante para a correta detenu in agao dos analitos e, dentre elas, destacam-se a 
conservagao quimica e a diminuigao da temperatura da amostra. A adigao de conservantes quimicos pode ser util 
quando se deseja analisar constituintes pouco estaveis presentes na amostra ou, entao, quando e preciso manter a 
estabilidade da amostra por um periodo de tempo rnaior. E necessario cuidado, no entanto, para evitar adicionar 
conservantes que possam se transformar em interferentes como, por exemplo, a conservagao por meio de 
acidificagao com acido nitrico, quando se deseja determinar a concentragao de nitratos presentes na agua. As 
tecnicas de conservagao com base na diminuigao da temperatura da amostra sao, basicamente, o congelamento e a 
refrigeragao. A manutengao da amostra em uma temperatura nunca superior a 4°C (refrigeragao) e a tecnica mais 
utilizada na analise quimica de amostras de agua. O congelamento seguido de posterior descongelamento em 
laboratario pode nao ser adequado quando se deseja analisar alguns componentes dos residuos solidos do manancial 
de agua. 

Independentemente do tipo de matriz a ser analisada ou do xenobiotico a ser determinado, alguns cuidados gerais 
devem ser tornados no momenta da coleta de campo de amostras de agua: 28 

• Evitar coletar amostras com folhas, detritos ou outro material estranho, salvo se a analise precisar ser realizada 
no sedimento 

• O volume de amostra a ser coletado varia de acordo com as analises a serem realizadas, devendo ser suficiente 
para as necessidades analiticas 

• Quando for necessaria a conservagao quimica da amostra, apenas agente de grau analitico devera ser empregado 

• O frasco de coleta deve ser deixado a temperatura ambiente, aclimatado antes da coleta da amostra 

Procurar nao contaminar os frascos de coleta e armazenamento, evitando tocar a parte interna dos mesmos, 
mantendo-os sem exposigao a impurezas (poeiras, oleos, fumaga, cinzas de cigarro, gasolina etc.) 

• Recomenda-se que a pessoa que realiza a amostragem use luvas plasticas do tipo cirurgico (desde que nao 
contenham talco) e nao fume durante toda a etapa de coleta e armazenamento das amostras 

• Apos a coleta, as amostras devem ser acondicionadas imediatamente nos frascos de armazenamento, tendo o 
cuidado de observar a condigao fisica dos mesmos 

• Os frascos contendo amostras que exijam refrigeragao, para a manutengao de suas integridades fisica e quimica, 
devem ser transferidos e acondicionados em recipientes com isolamento termico (p. ex., caixas de isopor com 
gelo reciclavel em seu interior) 

• Todas as amostras devem ser identificadas e as informagoes de campo devem ser registradas (o ponto de 
amostragem e sua profundidade; a data e a hora da coleta; a procedencia da agua - se de corrego, rio ou lago; a 



temperatura da agua; as condigoes meteorologicas, nas ultimas 24 h, que possam interferir na qualidade da agua 
por exemplo, chuvas etc.). 

■ Coleta de agua potavel 

Os mesmos cuidados com a limpeza e descontaminagao dos recipientes utilizados para a coleta de campo, 
mencionados no item anterior, devem ser mantidos nesse tipo de amostragem. 28 29 Os frascos devem ser, 
preferencialmente, fornecidos pelo laboratorio, estarem limpos e conter conservante quimico adequado, quando 
necessario. De maneira geral, pequenas quantidades de acido nitrico sao utilizadas como conservante. E necessario 
controlar o fluxo da agua a ser coletada, uma vez que e recomendavel deixar a agua escorrer por 3 a 5 min, em um 
fluxo estavel, antes do inicio da coleta. 

Alguns cuidados sao especificos para certas analises a serem realizadas na agua como, por exemplo, nas 
determinagoes de metais, praguicidas e compostos volateis. 

■ Analise de metais 

Caso seja necessario coletar mais de um frasco de amostra, a coleta devera ser feita individualmente; ou seja, 
somente quando um frasco tiver sido preenchido e vedado e que se devera abrir e preencher um segundo frasco de 
coleta. Todos os frascos utilizados, depois de vedados, deverao ser identificados e enviados imediatamente ao 
laboratorio em condigoes de temperatura nunca superior a 4°C. 

Quando se deseja analisar alguns metais pesados na agua potavel, especialmente o chumbo (ou o cobre), 
aconselha-se fazer a coleta de duas amostras distintas. A primeira amostra, que refletira a quantidade de metal 
presente no encanamento, devera ser coletada imediatamente apos a abertura da torneira. Recomenda-se que essa 
agua tenha pennanecido no encanamento por pelo menos 6 h antes do momenta da coleta. A segunda amostra, que 
representara a concentragao do metal na agua efetivamente ingerida, devera ser coletada 5 a 15 min apos a abertura 
da torneira. A agua escorrida durante esse intervalo de tempo devera ser desprezada. Para analisar o teor de 
mercurio presente na agua, deverao ser obtidas amostras individuals, coletadas separadas, tambem em duplicatas. 

E necessario ter muita atengao para evitar que os frascos e suas tampas sejam contaminados por meio do contato 
com superficie ou materials externos. Os frascos, depois de preenchidos, deverao ser agitados cuidadosamente no 
caso de haver conservante adicionado ao mesmo. 

■ Analise de praguicidas 

Na analise de praguicidas, as amostras devem ser coletadas no minimo em triplicata, utilizando-se frascos de 
vidro do tipo Mason, lavados previamente 3 a 4 vezes com detergente neutro para laboratorio e enxaguados, 
abundantemente, 4 a 5 vezes com agua purificada e aquecida; a temperatura e essencial para que todo o residuo de 
detergente seja efetivamente retirado. No momenta da coleta, o frasco e sua tampa devem ser tratados com a agua a 
ser analisada por, no minimo, 5 vezes. A coleta de cada aliquota deve ser feita separadamente, fechando o frasco 
imediatamente apos a coleta. Antes de selar o frasco com o seu anel de vedagao, e necessario colocar no bocal do 
frasco uma folha dupla de aluminio. Deve haver cuidado para que os frascos e suas tampas nao sejam contaminados 
pelo contato da agua com a superficie externa. Esses frascos, devidamente rotulados, devem ser enviados ao 
laboratorio o mais rapido possivel, em recipientes vedados contendo gelo reciclavel, de modo a manter a 
temperatura igual ou abaixo de 4°C. O envio de amostras coletadas ao laboratorio deve ocorrer em um prazo nunca 
superior a 24 h apos a coleta. 

■ Analise de compostos volateis 

Para a determinagao de compostos volateis na agua, todo o cuidado deve ser tornado no sentido de evitar a perda 
dos mesmos por evaporagao. Um dos mecanismos promotores dessa evaporagao e a formagao de bolhas de ar no 
interior do frasco contendo a amostra; portanto, medidas devem ser tomadas para evitar o aparecimento dessas 
bolhas no recipiente. 

E necessario que a agua a ser coletada escoe da torneira por 4 a 15 min e a coleta se inicie quando a temperatura 
da agua estiver estabilizada. Se possivel, o fluxo da torneira deve ser regulado (nao mais que 0,5 f/min). A amostra 
deve ser coletada com o auxilio de um frasco medidor de vidro (p. ex., copo graduado), devidamente limpo e em 


um fluxo lento, ate aproximadamente 3/4 do volume do copo medidor. Em seguida, as amostras devem ser 
transferidas lenta e cuidadosamente para frascos de vidro (tipo vial), geralmente de 40 a 50 m i, com tampa 
contendo septo de borracha/silicone. Esses recipientes deverao ser totalmente cheios com a amostra de agua e 
vedados imediatamente (a face da tampa recoberta com silicone deve ser colocada voltada para dentro do vial; ou 
seja, do lado em que houver contato com a amostra), cuidando para nao ocorrer formagao de bolhas de ar para 
dentro do frasco. Algumas vezes, recomenda-se, antes da vedagao do vial, a adigao de agentes redutores como o 
tiossulfato de sodio ou acido ascorbico (0,1 g/f e 0,5 g/f, respectivamente), quando a agua a ser amostrada tiver 
sido tratada ou contiver cloro. 

E preciso ter cautela para que nao ocorra contain inagao da amostra, nao se permitindo, por exemplo, o contato da 
parte interna do vial, ou de sua tampa, com superficies ou materiais externos. E recomendavel a coleta de duas 
aliquotas de amostra, para cada ponto de amostragem. 

Os frascos contendo as amostras devem ser devidamente rotulados e enviados imediatamente ao laboratorio, em 
recipientes termoisolantes capazes de manter condigoes de congelamento da amostra ou, no maximo, temperaturas 
de 4°C, em um prazo maximo de 24 h. 
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Capitulo 5 

Analises de Urgencia 


Silvia de Oliveira Santos Cazenave ♦ Rafael Lanaro 


Introdu^ao 

A relagao da toxicologia com as intoxicagoes agudas e tao estreita que parece obvio tecer qualquer tipo de 
comentario sobre o assunto; no entanto, e valido assinalar alguns aspectos deste vinculo que sao de especial 
interesse. Os profissionais desta area sabem que a toxicologia se originou de estudos relacionados com as 
intoxicagoes agudas inicialmente originadas em situagoes acidentais e, posteriormente, intencionais. 

Historicamente, os agentes toxicos foram estudados como elementos vinculados aos homicidios, suicidios, 
abortos, uso intenso de substancias diversas na tentativa de alteragao do humor e da percepgao ou ainda em casos de 
acidentes. Este estudo tambem engloba outros aspectos, como os relativos a contaminagao do meio ambiente, as 
intoxicagoes profissionais, o doping, a iatrogenia, os medicamentos, o uso de substancias ilicitas, a utilizagao de 
aditivos ou adulterantes de alimentos, os compostos usados na guerra quimica e inumeras outras substancias. 1 ’ 2 

Desde o principio, todo enfoque desta ciencia esteve relacionado com os “venenos” de varios tipos usados para 
combater inimigos. O “envenenamento” e premeditado e secreto, e os venenos permaneceram durante muito tempo 
nao detectaveis. Diante da necessidade dos crimes de homicidio serem solucionados, foi instituida a “Chambre de 
Poison” na Corte de Luis XIV, propria para julgamentos de envenenamento. 1 

Durante muitos anos, a toxicologia apresentou uma conotagao apenas relacionada com a investigagao de causa 
mortis, ocasionada pela intoxicagao aguda, devido ao enfoque analitico, evoluindo posteriormente para o estudo do 
efeito nocivo, produzido pela interagao do agente toxico com o organismo, sob determinadas condigoes de 
exposigao. 2 

Este conjunto de elementos revela a importancia que a toxicologia de urgencia adquiriu atualmente em materia de 
estudos necessarios para a formagao de profissionais capacitados para exercerem atividades relacionadas com 
prevengao, diagnostico e tratamento das intoxicagoes. 4 

Assim, a toxicologia na urgencia pode ser definida como um conjunto de conliecimentos aplicaveis a resolugao de 
problemas toxicologicos que permeiam as intoxicagoes agudas. Portanto, trata-se de um ramo da toxicologia 
intimamente relacionado com a quimica analitica, bioquimica, farmacologia, patologia, estatistica e outras, mas tern 
servido essencialmente para a recuperagao da saude. 

Aplica^ao 

O acentuado desenvolvimento da industria fannaceutica, quimica e biotecnologica nas ultimas decadas tern sido 
um dos fatores que desencadeia a produgao desmedida e a comercializagao de novos compostos, como 
medicamentos, praguicidas, cosmeticos, domissanitarios e outros. 

Devido ao grande numero de produtos quimicos e medicamentos circulantes, seus efeitos deleterios sobre o 
homem, a automedicagao (que provoca erros de indicagao de medicamentos e, consequentemente, erros de 





dosagens), a falta de conhecimentos toxicologicos e os efeitos nocivos decorrentes de terapias prolongadas, e de 
significativa importancia o estudo dos efeitos toxicos que estes novos produtos podem ocasionar. Em quase todos 
os casos sao consideradas especialmente as consequencias legais de sua utilizagao e a responsabilidade das 
empresas que comercializam esses compostos. 5 

Essa evolugao da ciencia e da tecnologia que provocou um aumento na utilizagao de produtos quimicos ampliou o 
trabalho relacionado com a urgencia em fungao de sua finalidade. Nao se restringiu apenas ao diagnostico ou a 
validagao de novos metodos analiticos necessarios para identificagao de potenciais xenobioticos em material 
biologico, mas em todos os ambitos relacionados com a presenga das substancias quimicas e seus possiveis efeitos 
toxicos. 

O conhecimento toxicologico, em suas diversas areas de aplicagao, e considerado importante materia de aplicagao 
na urgencia, levando em conta a etiologia da intoxicagao; ou seja, acidental, homicida ou suicida. Este conhecimento 
fornece ainda ao clinico informagoes sobre possiveis agentes toxicos, como drogas de abuso, “venenos classicos” 
que produzem efeito letal em dose extremamente baixas, e outros indicios ou circunstancias que apresentam relagao 
com a intoxicagao. A construgao de hipoteses relacionadas com a intoxicagao, e que podem ser utilizadas tanto para 
contribuir com o diagnostico como para servir de acompanhamento do tratamento ou, ainda, auxiliar como prova no 
processo judicial nas tentativas de suicidio e homicidio, ou em situagoes vinculadas aos aspetos forenses, tambem e 
propiciada pelo conhecimento da toxicologia. 4 

Classificacao das intoxicates agudas 

Visando destacar as circunstancias das intoxicagoes agudas em fungao da finalidade da analise toxicologica, 
aplica-se uma divisao didatica, como descrito a seguir: 

• Intoxicagoes agudas intencionais 

° Homicidas 

° Suicidas 

0 Alteragao do humor e da percepgao (substancias psicoativas/drogas de abuso) 

° Alteragao do rendimento fisico ( doping ) 

• Intoxicagoes agudas acidentais 

° Acidentes domesticos 

° Acidentes trabalhistas 

0 Acidentes com plantas toxicas 

0 Acidentes com animais pegonhentos 

° Iatrogenia 

° Idiossincrasia. 

Quando se trata de circunstancias de exposigao intencional, sao referidos com maior frequencia os casos de 
suicidio - exposigao intencional para causar dano proprio. 6 Esta categoria devera tambem ser usada quando o 
paciente nao tinlia intengao de morrer, mas fez uso intencional de grandes quantidades de substancia por motivos 
diversos, relacionados com imprudencia, negligencia ou impericia. 

A alteragao do humor e da percepgao e ocasionada pelo uso abusivo de substancias psicoativas, traduzido como a 
exposigao deliberada a um agente ao qual a pessoa apresenta um quadro de dependencia, ou com a finalidade de 
obter um efeito euforizante ou psicoativo. 

Em geral, as circunstancias de caracteristica criminosa sao dolosas, ou seja, premeditadas; neste caso incluem-se 
o homicidio e o aborto. 1 

As circunstancias nao intencionais ou acidentais ocorrem devido a exposigao ou incidencia por qualquer via de 
introdugao do agente toxico, sem a intengao de causar dano. A maioria das exposigoes nao intencionais ocorre entre 
criangas e e classificada neste item. N 

Ja nos casos de acidente ocupacional, a intoxicagao ocorre enquanto a pessoa esta trabalhando ou devido a um 
incidente no local de trabalho ou, ainda, relacionado com a atividade exercida. O agente envolvido faz parte do 
ambiente de trabalho ou a exposigao foi resultado do processo de produgao. 4 



O termo iatrogenia esta relacionado com o erro terapeutico resultante do uso incorreto de um medicamento 
administrado por engano tanto por profissional da area de saude quanto por individuo leigo. 

Finalmente, ha os casos de idiossincrasia em que se evidencia uma reagao adversa ou efeito inesperado de um 
medicamento, alimento ou outro agente ocorrendo apos o uso de doses usuais ou terapeuticas. Trata-se de uma 
predisposigao particular do organismo, de origem genetica, que faz que um individuo reaja de maneira pessoal a 
influencia de agentes exteriores. 

Ocorrencia 

De acordo com o Sistema Nacional de Informagoes Toxico-Farmacologicas (SINITOX), no ano 2012 (ultimo 
relato disponivel ate o momento), foram registrados 99. 035 casos de intoxicagao humana por 21 Centros de 
Informagao e Assistencia Toxicologica, dos 34 centros em atividade no pais. A regiao Sudeste, com maior numero 
de centros, registrou 47,0% dos casos de intoxicagao humana, seguida pelas regioes Sul (20,4%), Nordeste (16,2 
%), Centro-Oeste (14,7%) e Norte (1,6%). 6 

Os principals agentes toxicos que causaram intoxicagoes em seres humanos foram os medicamentos (27,3%) e os 
animais pegonhentos (26,9%). Sendo os praguicidas de uso agricola, medicamentos e drogas de abuso aqueles que 
mais geraram letalidades. 6 

O acidente individual foi a circunstancia responsavel por 54,1% do total de casos registrados, seguida da 
tentativa de suicidio, com 16,6%, e do abuso, com 8,0%. Dos casos de intoxicagao por acidente individual, 40,6% 
foram causados por animais pegonhentos, 16,4% atribui-se aos medicamentos, 12,5% aos domissanitarios, 7,1% 
aos animais nao pegonhentos e 6,5% aos produtos quimicos industrials; estes cinco grupos totalizaram 83,1% das 
intoxicagoes acidentais individuals registradas no pais. 6 

Quanto as faixas etarias mais acometidas, destacam-se as criangas menores de 5 anos, com 20,5% do total de 
casos; os adultos de 20 a 29 anos, com 17,8%; os de 30 a 39 anos, com 14,5%; os de 40 a 49 anos, com 10,9%; e 
os jovens de 15 a 19 anos, com 8,1%. 6 

A importancia destes dados epidemiologicos e fornecer metodos analiticos e matematicos, que favoregam a 
descoberta dos agentes etiologicos que causam a intoxicagao, e apontar os meios pelos quais se possa agir no 
sentido de prevenir essas ocorrencias. 

Em epidemiologia, embora as abordagens descritivas muitas vezes sejam tratadas com menor grau de 
sofisticagao analitica, as questoes teoricas, conceituais e metodologicas implicadas nesses estudos sao tao ou mais 
desafiadoras do que aquelas relativas aos demais tipos de desenhos de investigagao utilizados em estudos 
epidemiologicos. Essas informagoes dizem respeito a novas situagoes de vida de segmentos populacionais 
submetidos a inumeros riscos, tais como moradores de rua, migrantes, usuarios de drogas ilicitas e grupos 
marginalizados dos grandes centros urbanos, entre outros. Em todos esses exemplos, a abordagem da 
epidemiologia descritiva e fundamental para identificar as tendencias ascendentes nas taxas de incidencia, os grupos 
mais afetados, o acesso aos agentes toxicos e outros, possibilitando caracterizar o comportamento da populagao- 
alvo, evidenciando as alteragoes ao longo do tempo. 6 

Alem disso, ha o fato de haver certa frequencia nos dados epidemiologicos encontrados nos ultimos anos e 
registrados pelo SINITOX, o que possibilita a aplicagao de estrategias de politicas publicas voltadas para o controle 
e para a prevengao. Contudo, e necessario considerar que ha subnotificagao dos casos em varios centros de controle 
e que a toxicovigilancia apresenta-se incipiente. 

Diagnostic 

A toxicologia clinica e a area que se dedica ao estudo e a pratica do conhecimento sobre a toxicidade das 
substancias quimicas, com o proposito da manutengao e recuperagao da saude. Constitui um dos pilares da 
urgencia, tendo como objetivo oferecer assistencia especializada ao paciente intoxicado. 

Esse atendimento segue uma serie de etapas, geralmente sequenciais, mas nao necessariamente. Apesar de bem 
delimitadas, sua execugao apresenta, ate o momento, numerosos aspectos duvidosos e controversos. O atendimento 
rapido e correto e importante para o prognostico e o tratamento do paciente. 10 




As etapas envolvem medidas de suporte vital, tratamento sintomatico, aplicagao de medidas de descontaminagao 
gastrintestinal, aumento da depuragao e, em alguns casos, a utilizagao de antidotos e antagonistas." 

Para um bom resultado, todas as condigoes de exposigao devem ser consideradas, tais como idade do paciente, 
via de introdugao e velocidade de absorgao, circunstancia em que ocorreu o evento, natureza do agente toxico 
suspeito, suas caracteristicas toxicocineticas e dinamicas e sua toxicidade. 1 
Esquematicamente, as fases de atendimento sao: 

• Anamnese 

• Avaliagao clinica inicial; reconliecimento da sindrome toxica 

• Tratamento sintomatico e estabilizagao 

• Identificagao do agente toxico causal 

• Descontaminagao e aumento da eliminagao do agente toxico absorvido 

• Administragao de antidotos. 

Para cada tipo de intoxicagao existem normas ou protocolos de tratamento; em toxicologia, deve-se individualizar 
ou adequar o tratamento para cada paciente. Os esquemas propostos sao, portanto, destinados a reverter a 
intoxicagao provocada por agente desconhecido e, desse modo, uma das primeiras e mais importantes medidas e o 
diagnostico laboratorial do agente causador. 111 

A identificagao do agente toxico e necessaria para poder adequar todo o conjunto de medidas de tratamento. O 
Servicio de Toxicologia del Sanatorio de Ninos, de Rosario, Argentina (SERTOX), divulga um enunciado que 
passou a ser guia para o servigo - el que sabe lo que busca entiende lo que encuentra destacando a importancia 
do diagnostico laboratorial para o sucesso do tratamento. E principalmente importante nos casos em que o nivel 
sanguineo determina o tratamento (p. ex., nas intoxicagoes por salicilatos, metanol, substancias 
metemoglobinizantes e outros). : 

■ Anamnese 

A anamnese do paciente nem sempre e possivel, mas deve-se tentar obter seu historico, o de sua familia, ou de 
amigos (acompanhantes). No entanto, nem sempre e possivel a obtengao de detalhes a respeito da intoxicagao, 
como, por exemplo, o tempo decorrido entre a ingestao e o atendimento hospitalar. 

Esses dados sao imprescindiveis para o melhor desempenho do diagnostico laboratorial, haja vista a imensa 
quantidade de agentes potencialmente causadores da intoxicagao. 1 ' 

Na anamnese, os dados relevantes sao trabalhados conjuntamente com as informagoes epidemiologicas, e sao 
enumerados a seguir: 

• Dados do paciente: idade, estado civil, residencia - em criangas entre 1 e 2 anos, a intoxicagao geralmente e 
acidental, podendo ser deliberada ou provocada por erros terapeuticos. No caso de adolescentes, a circunstancia 
esta geralmente associada ao uso de drogas de abuso ou tentativas de suicidio com superdoses. Nos adultos com 
mais de 30 anos, ha prevalencia de medicamentos como ansioliticos, antidepressivos e outros 

• Tempo de ingestao: e necessario estimativa do tempo decorrido entre a exposigao e a hospitalizagao, para que 
sejam relacionados velocidade e absorgao e analisado se houve tempo para a absorgao completa 

• Local da intoxicagao: o local onde o paciente foi encontrado sugere a possibilidade de varios agentes - por 
exemplo, banheiro sugere cosmeticos, medicamentos; cozinlia e lavanderias sugerem domissanitarios; garagem 
sugere gases e solventes; e a sala, bebidas e plantas toxicas 

• Identificagao do agente toxico: esse agente pode ser suspeito (relacionado com os sinais e sintomas), conhecido 
ou desconhecido. 

■ Avaliagao clinica inicial e reconhecimento da sindrome toxica 

O objetivo da avaliagao clinica inicial e verificar se o paciente apresenta algum disturbio que represente risco 
iminente de vida. Para tanto, e indispensavel um exame flsico rapido, porem rigoroso, para avaliar condigoes 
respiratorias (apneia, bradipneia ou taquipneia intensa, edema pulmonar e insuficiencia respiratoria aguda), 
condigoes circulatorias (pressao arterial ou frequencia cardiaca, disritmias ventriculares, insuficiencia cardiaca 



congestiva, estado de choque e parada cardiaca), condigoes neurologicas (convulsao, pressao intracraniana 
aumentada, coma, pupilas fixas e dilatadas ou mioticas puntiformes e agitagao psicomotora intensa). 14 

A smdrome toxica pode ser definida como um conjunto de sinais e sintomas produzido por doses toxicas de 
substancias quimicas que, embora sejam diferentes, provocam efeitos semelhantes. O reconliecimento da smdrome 
auxilia a identificagao mais rapida do agente toxico, restringindo o grupo de substancias a serem analisadas no 
laboratorio de toxicologia de urgencia e, consequentemente, a realizagao do tratamento adequado. 1 

O exame clinico (Quadro 5.1) deve detalhar, alem dos sinais usuais, caracteristicas da pele e das mucosas 
(temperatura, coloragao, odor, hidratagao), do halito, da boca (lesoes corrosivas, odor, hidratagao) e dos olhos 
(conjuntiva, pupila, movimentos extraoculares). Os dados de anamnese e exame fisico poderao viabilizar o 
reconliecimento das sindromes toxicas, algumas das quais ja sao bem caracterizadas. 14,10,11 ’ 15 

■ Smdrome anticolinergica. Nesta sindrome, a sintomatologia e caracterizada por rubor de face, mucosas secas, 
hipertermia, taquicardia, midriase, retengao urinaria, agitagao psicomotora, alucinagoes e delirios. Os principals 
agentes indutores destes efeitos sao: atropina, anti-histaminicos, antiparkinsonianos, antidepressivos triciclicos, 
antiespasmodicos, midriaticos e plantas da familia Solanaceae, particularmente do genero Datura. 


Quadro 5.1 Sinais vitais (temperatura, pulsagao, respiragao, pressao) e sinais espedais relacionados com a a^ao de substancias. 1 ' 3,4,13 ' 16 

Sinais 

Agentes toxicos 

Midriase 

Cocaina, anfetamina 

Miose 

Opiaceos, alcoois, analgesicos narcoticos 

Boca seca 

Anfetaminas, anti-histaminicos 

Hipersalivagao 

Acidos, alcalis, arsenico, I0F, estricnina 

Odor de amendoas amargas 

Cianeto 

Odor de acetona, odor etilico 

Acetona, alcool etilico 

Pele (vermelho-rutilante) 

Monoxidodecarbono 

Cianotico (peleazulada) 

Cianeto, nitritos, anilina 

Hipertermia 

Anfetamina, cocaina, salicilatos 

Hipotermia 

Alcoois, barbituricos 

Bradicardia 

Alcool etilico, anestesicos locais, barbituricos, opiaceos 

Taquicardia 

Anfetaminas, cocaina 

Arritmia 

Anfetaminas, arsenico, cocaina, digitalicos 

Respiragao aumentada 

Anfetaminas, cocaina, salicilatos 

Respiragao diminuida 

Alcoois, CO, CN 

Pressao aumentada 

Anfetaminas, alcaloides da beladona, cocaina 

Pressao diminuida 

Agentes hipertensivos, barbituricos, cianeto, nitritos 




Vomitos 


Acidos, alcalis, arsenico, salicilatos, plantas toxicas 
Convulsao Anfetaminas, cocaina, cafei'na, chumbo, IOF, abstinencia de alcool 

Coma Alcoois, analgesicos narcoticos, barbituricos, benzodiazepi'nicos, opiaceos 

Alucinagao LSD, solventes, anti-histammicos 

Paralisia Carbamatos, IOF 

CO: monoxido de carbono; CN: ion cianeto; IOF: inseticidas organofosforados; LSD: dietilamina do acido lisergico. 


■ Sl'ndrome colinesteras O paciente apresenta confusao, depressao do SNC, debilidade muscular, sudorese, 
lacrimejamento, salivagao, aumento das secregoes bronquicas, miose, bradicardia, fibrilagoes e fasciculagoes 
musculares, broncospasmo, broncodilatagao, incontinentia fecal e urinaria, vomito e edema pulmonar. Os sintomas 
variam de acordo com a estimulagao de receptores muscarinico e nicotinico do SNC. Sao causados principalmente 
por inseticidas organofosforados, inseticidas carbamatos, fisiostigmina e algumas especies de cogumelos. 

■ Sl'ndrome narcotica. Sintomatologia caracterizada por depressao respiratoria, depressao neurologica, miose 
puntiforme, bradicardia, hipotermia, hipotensao, hiporreflexia, diminuigao da motilidade intestinal e coma. Os 
principals agentes toxicos sao: opiaceos, opioides, antidiarreicos, incluindo tambem elixir paregorico, sedativos, 
benzodiazepinicos, etanol, clonidina, loperamida, meperidina, oximetazolina e tetraidrozolina. 

■ Sl'ndrome depressiva. Identificada pelos sintomas de depressao neurologica (sonolencia, torpor, coma), depressao 
respiratoria, cianose, hiporreflexia e hipotensao. Pode ser provocada por barbituricos, benzodiazepinicos e etanol. 

■ Sl'ndrome simpaticomimetica. A sintomatologia observada nesta sindrome distingue-se por agitagao psicomotora, 
paranoia, midriase, hiper-reflexia, disturbios psiquicos, hipertensao, taquicardia (bradicardia reflexa nos casos de 
agonistas), piloeregao, hipertermia, sudorese, convulsoes, arritmias e hipotensao nos casos graves. Neste caso, os 
principals agentes sao: cocaina, anfetaminicos, cafeina, teofilina, efedrina, fenilefrina, pseudoefedrina e 
fenilpropalamina. 

■ Sl'ndrome extrapiramidal. Nesta sindrome, a sintomatologia e caracterizada por disturbios do equilibrio e da 
movimentagao, efeito de roda denteada, hipertonia, distonia orofacial, crises oculogiras, mioclonias, trismo, 
opistotono e parkinsonismo. Esses efeitos sao causados principalmente por fenotiazinicos, butirofenonas, 
fenciclidina, litio, antiemetico e metoclopramida. 

■ Sl'ndrome metemoglobinemica. Identificada pelos sintomas de disturbios neurologicos e sanguineos, cianose de 
pele e mucosas, de tonalidade e localizagao peculiar, palidez de pele e mucosas, confusao mental e depressao 
neurologica. Os efeitos desta sindrome sao produzidos principalmente por compostos metemoglobinizantes, tais 
como, dapsona, nitratos, nitritos, anilina, acetanilida, azul de metileno, doxorrubicina, fenazopiridina, furazolidona, 
nitrofurantoina, piridina e sulfametoxazol. 

■ Sl'ndrome da acidose metabolica. Caracterizada por acidose metabolica acompanhada por disturbios neurologicos e 
gastrintestinais, a sindrome e provocada principalmente por metanol, etanol, salicilatos, etilenoglicol, paracetamol, 
cianeto, cocaina, teofilina e antidepressivos triciclicos. 

■ Sl'ndrome alucinogena. Apresenta alucinagao, confusao mental, disturbios psiquicos e alteragoes de 
comportamento. Sua ocorrencia costuma ser em adolescentes que utilizaram substancias psicoativas, tais como 
cocaina, anfetaminas, ecstasy, LSD, anticonvulsivantes, atropina, escopolamina e antiparkinsonianos como 
triexafenidil. 

■ Sl'ndrome hepatorrenal. O paciente apresenta ictericia, alteragoes bioquimicas hepaticas e renais, causadas 
principalmente por paracetamol, fosforo inorganico e tetracloreto de carbono. 


■ Tratamento sintomatico e estabiliza^ao 



Consiste na realizagao de uma serie de medidas, as quais visam corrigir os disturbios que representam risco 
iminente de vida e manter o paciente em condigoes adequadas ate o estabelecimento do diagnostico definitivo e 
consequente tratamento especifico. Essas medidas podem ser previas as consideragoes diagnosticas no caso da 
manutengao das fungoes vitais do paciente. Na supervisao da respiragao, da circulagao e das alteragoes 
neurologicas, muitas vezes, e necessario adequar as nonnas gerais, avaliando o uso de medicamentos em cada 
caso. 11 

A observagao continua e imprescindivel, assim como exames laboratoriais, como o hematocrito, provas de 
fungao hepatica e gases sanguineos, a fim de controlar os niveis sericos do agente toxico. 13 

Essas medidas sao identicas as realizadas em qualquer outra situagao clinica grave atendida em servigo de 
emergencia. O suporte basico consiste em tres manobras: permeabilizagao das vias respiratorias, ventilagao 
pulmonar e massagem cardiaca externa, se necessario. O suporte vital avangado consiste em associar equipamentos 
auxiliares para ventilagao, monitoramento cardiaco, uso de medicamentos, desfibrilagao e manutengao da 
estabilidade do paciente. 

■ Identifkacao do agente toxico 

Neste subitem, destacamos a importancia dos centros de controle de intoxicagoes (CCI) no auxilio diagnostico 
das intoxicagoes agudas. Esses centros prestam servigos em sistema de plantao permanente e foram denominados, 
por resolugao da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), de maneira diferenciada em fungao de suas 
atribuigoes de atendimento em Centro de Informagao Toxicologica, Centro de Informagao e Analise Toxicologica, 
Centro de Informagao e Assistencia Toxicologica e Centro de Informagao, Analise e Assistencia Toxicologica. A 
escolha do tipo de atendimento dos diferentes centros, em uma regiao urbana ou rural, deve ser feita em fungao da 
infraestrutura local, tanto de atengao a saude como dos meios de comunicagao, bem como das caracteristicas e 
necessidades da comunidade que, por sua vez, serao determinantes na infraestrutura do proprio centro. Mais uma 
vez, os dados epidemiologicos contribuirao para a decisao; no entanto, sao necessarios estudos socioeconomicos e 
culturais, a fim de se definir o nivel de especializagao de seu corpo de funcionarios, obviamente atendendo as 
recomendagoes da Anvisa. x 

O laboratorio de toxicologia devera ser equipado com recursos analiticos que possibilitem analises rapidas, 
validadas, qualitativas e quantitativas, visando obter um diagnostico em um minimo intervalo de tempo. 1 

A analise toxicologica podera ser requisitada por tres motivos: auxiliar e confirmar o diagnostico, estimar o 
prognostico e assessorar a decisao terapeutica. Em qualquer uma destas situagoes, a rapidez na emissao dos 
resultados caracteriza a analise de urgencia. 14 

■ Descontamina^ao 

Esta etapa busca diminuir a exposigao do organismo a substancia toxica, seja reduzindo o tempo e/ou a superficie 
de exposigao ou diminuindo a quantidade do agente quimico em contato com o organismo. A conduta varia de 
acordo com a via da possivel absorgao da substancia toxica. Na maioria dos casos, ha uma alta prevalencia para via 
oral, principalmente em casos de intoxicagao acidental e por criangas. Nessa situagao, o emprego de emeticos e uma 
medida comum. No entanto, esse procedimento de descontaminagao somente e possivel caso a absorgao nao tenha 
sido totalmente concluida. Sua eficacia e bastante questionada. Em recente posicionamento, a American Academy of 
Clinical Toxicology e a European Association of Poison Control Centers and Clinical Toxicology informam que o 
xarope de ipeca nao deve ser administrado rotineiramente no tratamento do paciente intoxicado. A emese nao deve 
ser induzida em criangas com estados alterados da consciencia por causa do risco de aspiragao do conteudo 
estomacal. Ipeca nao deve ser administrada logo apos a administragao de carvao ativado, porque o efeito dela pode 
ser inibido. 18-20 

Em acrescimo, existem varias e importantes contraindicagoes como, por exemplo, ingestao de derivados de 
petroleo ou de produtos causticos, que podem causar agitagao psicomotora e convulsoes ou depressao neurologica. 
Uma alternativa distinta para bloquear a absorgao e a realizagao de lavado gastrico, util principalmente em pacientes 
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comatosos ou em terapia mtensiva. ’ ’ ’ 

Em qualquer caso, a rapidez no inicio e fundamental. O intervalo de tempo para que seja possivel inibir a 
absorgao e de 4 a 6 h logo apos a ingestao. 2 ’ 


Em termos de analises toxicologicas, tanto o vomito quanto o lavado gastrico podem ser utilizados como material 
biologico para obtengao de diagnostico laboratorial. Embora de dificil trato e necessidade de purificagao, muitas 
vezes, encontram-se pedagos de comprimidos ou plantas, tornando a analise mais facil. 

Na indugao mecanica, sao indispensaveis a colaboragao do paciente e a presenga de um profissional bem treinado. 
Sua eficacia tambem e duvidosa; ha risco de trauma e de aspiragao. 1 

A administragao de carvao ativado parece ser, de acordo com os conhecimentos atuais, o melhor procedimento 
para bloqueio da absorgao no trato gastrintestinal. Trata-se de um medicamento de baixo custo, de facil uso e 
praticamente sem contraindicagoes, e inerte, nao absorvivel, sem odor e se liga ou se adsorve a materials organicos 
para formar complexos estaveis que nao se dissociam e nao sao absorvidos. 19,21,23 

Neste caso, o tempo tambem tern importancia fundamental, e os melhores resultados sao observados na primeira 
hora apos ingestao do toxico. Nao ha evidencia de que sua administragao melhore a evolugao do paciente, mas e um 
procedimento usual. 24 

O aumento da velocidade de eliminagao tambem e um recurso de descontaminagao. A eliminagao do agente toxico 
e feita pelos rins e, para substancias cuja eliminagao depende do fluxo urinario, o aumento deste (diurese) pode 
aumentar a eliminagao. O uso de sorbitol promove alteragao do gradiente de concentragao urinario, diminuindo a 
meia-vida (t 1/2 ) e o nivel serico de algumas substancias como, por exemplo, o fenobarbital e a teofilina. A urina 
pode, ainda, ser alcalinizada ou acidificada para ionizar a molecula e reduzir a reabsorgao tubular. Uma urina de pH 
8,0 aumenta a excregao renal de fenobarbital e de acido salicilico, substancias de carater acido que estarao na forma 
ionizada e, portanto, sao mais soluveis em meio aquoso; com urina de pH acido, aumenta-se a excregao renal de 
substancias de carater alcalino como anfetaminas, cocaina, entre outras. 17 

Para auxiliar a eliminagao de substancias ja absorvidas, podem ser utilizadas, em casos mais graves e quando 
possivel, dialise peritoneal, hemodialise e hemoperfusao. A dialise e a difusao passiva da molecula atraves da 
membrana; na dialise peritoneal, e instilado um fluido dentro da cavidade abdominal que promove a difusao do 
agente toxico atraves da membrana do peritonio para o fluido instilado, que entao e retirado. A hemodialise e a 
circulagao paralela do sangue e do fluido de dialise, que sao separados por uma membrana. Hemoperfusao e a 
passagem do sangue atraves de uma coluna de carvao ativado ou resina que se liga ao agente toxico. O criterio de 
escolha de um ou outro processo depende do agente toxico em questao e das condigoes do paciente. Ha indicagao 
clinica de hemodialise ou hemoperfusao se os niveis do agente toxico forem potencialmente letais, se as fungoes 
vitais do individuo estiverem se deteriorando progressivamente ou se o clearance normal do paciente estiver sendo 
comprometido. Esses procedimentos, no entanto, nao sao indicados para substancias com grande volume de 
distribuigao e alta ligagao proteica. 11 

Na descontaminagao da intoxicagao ocorrida pela via respiratoria, a principal providencia no atendimento inicial 
do paciente exposto ao agente toxico ainda e a retirada do ambiente contaminado e, na maioria das vezes, a remogao 
das vestes. 14 

Quando a intoxicagao ocorre por via cutanea, a descontaminagao e feita por remogao das vestes e lavagem 
corporal, medidas basicas no atendimento imediato. A lavagem deve ser feita com agua corrente, com especial 
cuidado com cabelos, regiao retroauricular, axilas, umbigo e regiao genital. Por via transcutanea, a tendencia atual e 
nao realizar rotineiramente incisoes cutaneas, sucgao ou garroteamento, pois a relagao risco/beneficio e 
desfavoravel. 1 14 

■ Administragao de anti'dotos 

Os antidotos constituem a base do tratamento das intoxicagoes, junto com metodos para diminuir ou bloquear a 
absorgao dos agentes toxicos, com medidas para aumentar a eliminagao e com o tratamento sintomatico e a 
utilizagao de antagonistas 24 (Quadro 5.2). 

Muitos dos antidotos atuais apresentam eficacia contestada e sempre havera necessidade de atualizagao de 
aplicagao e eficacia dos medicamentos usados com finalidade de tratamento das intoxicagoes nos diversos niveis 
assistenciais. Varios sao os criterios para uso destes produtos, assim como a urgencia em sua administragao, a 
relagao risco/beneficio e a existencia de outras medidas terapeuticas. 3,25,26 

A escolha dos antidotos a serem utilizados no servigo hospitalar deve levar em consideragao a epidemiologia da 
regiao e o tipo de assistencia oferecida pelo servigo. 12 


Diagnostico analitico na urgencia toxicologica 

A analise toxicologica de urgencia e area da toxicologia que se dedica ao diagnostico laboratorial por meio da 
identificagao de substancias quimicas com proposito da manutengao e recuperagao da saude. Tem como objetivo 
fundamental oferecer atendimento especializado ao paciente intoxicado. 16 

A principal atividade dos laboratories de urgencia na toxicologia clinica e detectar a presenga ou medir a 
concentragao de xenobioticos em exposigoes acidentais, intencionais, terapeuticas e nao terapeuticas 
(medicamentos). A caracteristica marcante nas emergences toxicologicas e a descoberta de qual(is) xenobiotico(s) 
estao presentes nas amostras biologicas, e a real necessidade de resultados de analises dentro de um periodo de 
tempo relativamente curto, o que muitas vezes sera importante para auxilio de tomada de decisao pela equipe 
medica. 27 

Ha muitas razoes para a solicitagao de uma analise toxicologica, e a mais comum e para confirmar ou excluir 
exposigoes toxicas suspeitas a partir da historia apresentada pelo paciente e do exame clinico realizado pelo medico. 
Um resultado laboratorial detem um alto nivel de confianga, situagao essa que nao e obtida facilmente em outras 
formas diagnosticas, como nos achados clinicos ou nos historicos relatados, evitando assim outras investigagoes 
desnecessarias. 27 28 

A analise toxicologica aumenta a seguranga diagnostica em mais da metade das intoxicagoes. Em alguns casos, a 
analise de urgencia e fundamental para o diagnostico rapido e para o auxilio de tomada de decisoes, mesmo que o 
paciente nao apresente sintomatologia alguma. Isso ocorre principalmente nas intoxicagoes com substancias com 
inicio tardio de manifestagoes clinicas, como, por exemplo, o paracetamol, ou em pacientes que fazem a ingestao de 
multiplas substancias. Nestes casos, as manifestagoes clinicas caracteristicas (sindromes toxicas) podem nao ter 
ainda se desenvolvido no momenta do atendimento emergencial, ou podem estar alteradas em decorrencia da 
exposigao a diversas substancias. 29 

As analises de urgencia podem fornecer dois parametros fundamentals que terao um grande impacto sobre a 
evolugao clinica do paciente; ou seja, qual o xenobiotico responsavel pela intoxicagao e a intensidade dessa 
exposigao. Essas informagoes podem ajudar nas condutas iniciais de tratamento (triagem), tais como a necessidade 
de admissao do paciente em um servigo de urgencia referenciada ou a observagao do mesmo sem grandes 
intervengoes, alem de analise da evolugao do paciente ate a alta hospitalar. 28 ’ 29 

O paciente agudamente intoxicado apresenta-se em condigoes pouco habituais e requer rapida identificagao das 
substancias responsaveis pelos efeitos manifestados e conhecimentos especificos a respeito das caracteristicas 
quimicas destes compostos e de seus produtos de biotransformagao, velocidade e vias de eliminagao, assim como o 
mecanismo de agao toxica e a possibilidade de inativagao dos efeitos produzidos para iniciar seu tratamento. 16 

A analise inicia-se com uma avaliagao da anamnese e da sindrome toxica, buscando direcionar os testes e reduzir 
o numero de possiveis agentes toxicos. A ausencia de suspeita e de um historico bem elaborado no atendimento 
clinico ira retardar a obtengao de resultado, descaracterizando a finalidade do diagnostico laboratorial. 1012 

Os exames iniciais sao de triagem e, portanto, qualitativos na maioria das vezes. Os exames quantitativos, 
geralmente realizados no sangue, sao importantes no controle da intoxicagao e para detectar substancias que 
apresentam indice terapeutico baixo, tais como paracetamol, digitalicos, etanol, fenobarbital, salicilatos, teofilina e 
outros medicamentos. Tambem nos casos relacionados com o acompanliamento da eficacia do tratamento, que visa 
estabelecer a velocidade de eliminagao e o prognostico preciso, as analises quantitativas sao necessarias. 1 ' ,n 

Quadro 5.2 Medicamentos com evidencias suficientes de eficacia no tratamento das intoxicates. 1,10-12 ' 15,24 

Tratamento Mecanismo de a^ao Agentes toxicos 

Azul de metileno Transportador de eletrons, possibilita a redu^ao da metemoglobina Agentes 

metemoglobinizantes 

Flumazenil Inibigao competitiva no complexo receptor GABA-benzodiazepina Benzodiazepi'nicos 

Vitamina K Restaura o tempo de protrombina 


Cumarinicos (varfarina) 



Antidigoxina 


Anticorpos Fab Digoxina 

Biperideno Aqio anticolinergica central Haloperidol, 

metodopramida, 

dorpromazina 


Protamina 

Neutraliza o efeito anticoagulante da heparina, formando o complexo ionico 

Heparina 

Naloxona 

Antagonista puro 

Opiaceos e opioides 

A/-acetilcisteina 

Efeito poupador de glutationa 

Paracetamol 

GABA: acido gama-aminobutirico; Fab: fragment antigen-binding. 


Alem disso, e possivel langar mao de analises indiretas; ou seja, utilizar biomarcadores que possam evidenciar 
alteragoes endogenas em fungao da exposigao a agentes toxicos como, por exemplo, a determinagao da atividade da 
colinesterase sanguinea e a determinagao dos niveis de metemoglobinemia e carboxiemoglobinemia. 11 

As dosagens sericas podem facilitar as decisoes de empregar antidotos de maneira correta ou intervengoes 
especificas como a hemodialise (p. ex., para niveis sericos de metanol maiores que 40 mg/d £, recomenda-se a 
hemodialise) ou para acelerar a eliminagao de um xenobiotico. Em casos de trauma, a dosagem serica de etanol e 
ferramenta imprescindivel para diagnostico diferencial de casos de coma de causa traumatica para coma de causa 
alcoolica. 27 ' 29 

Para a seguranga de um diagnostico preciso, em casos de intoxicagao e muito importante que os achados clinicos 
apresentem confirmagao laboratorial, para que nao haja duvida quanto ao agente toxico envolvido. Outro beneficio 
das analises toxicologicas de urgencia para os medicos e a garantia do grau de exposigao, capaz de evitar que uma 
equipe multiprofissional gaste tempo excessivo com pacientes que sao relativamente estaveis, levando a uma 
economia de tempo e de recursos materiais e financeiros por parte do hospital. Alem disso, possibilita que as 
intervengoes realizadas tenliam mais seguranga e eficiencia, quando comparadas com os casos em que ha apenas o 
diagnostico clinico. 29 

As analises toxicologicas de urgencia tambem podem ser utilizadas por motivos medico-legais. Embora as 
analises de substancias psicoativas sejam feitas muitas vezes para fins medicos, e quase impossivel dissociar esses 
testes a partir de consideragoes de ordem juridica. 2/ Essa situagao pode ser exemplificada por meio de um caso real, 
no qual uma crianga de 8 meses deu entrada na unidade de emergencia com quadro de sonolencia e fraqueza 
muscular. Durante o atendimento, foi solicitada analise toxicologica de urgencia, que detectou a presenga de 
canabinoides na urina da crianga (CCI). Embora tenlra sido um caso da toxicologia clinica, frente ao historico, 
medidas legais precisaram ser tomadas, devido a detecgao da substancia ilicita em uma crianga de 8 meses. Outras 
situagoes medico-legais, nas quais os resultados das analises de urgencia sao requisitados, sao relacionadas com 
intoxicagoes intencionais com finalidade de extenninio ou autoextenninio, roubo e abuso sexual com 
medicamentos, praguicidas, solventes, plantas, produtos quimicos e metais. 35 Vale ressaltar que, nessas situagoes, 
os laboratories de toxicologia forense ainda sao a primeira escolha para execugao e liberagao do laudo toxicologico, 
uma vez que sao oficiais e apresentam cadeia de custodia completa. 

A fungao de documentagao tambem e importante na area das analises toxicologicas de urgencia, pois os 
resultados das analises irao constituir parte do prontuario medico do paciente, fornecendo a confirmagao definitiva 
do caso de intoxicagao, ou excluindo essa possibilidade. A documentagao tern importancia adicional, que vai alem 
do suporte a vida do paciente intoxicado. As descrigoes, os estudos e as publicagoes desses casos vao contribuir 
para o avango da toxicologia clinica e analitica, pois sao casos atipicos, muitas vezes estranhos, envolvendo varias 
substancias toxicas (isoladas ou misturadas a outras) por pessoas de varias faixas etarias, em vias de exposigao 
diferentes das habitualmente conhecidas e empregadas. 2 Por exemplo: caso atendido no CCI-Unicamp, onde uma 
menina de 4 anos de idade ingeriu 27 comprimidos de sibutramina 15 mg, manipulada (resultando em 
aproximadamente 23 mg/kg), acreditando ser balinhas do tipo “Tic Tac®”. Apresentou quadro clinico de 
hipertensao e alucinagoes visuais por 3 dias seguidos, rabdomiolise leve (2,577 U/f referencia < 145 U/f) e 



taquicardia por 5 dias, mesmo com todas as medidas terapeuticas de tratamento. Os niveis de sibutramina e seus 
metabolites ativos Ml e M2 foram determinados em plasma por CL-EM/EM, mostrando que, mesmo apos 150 h 
(aproximadamente 6 dias) da expos igao, ainda havia concentragao suficiente de sibutramina e metabolites para 
desencadear os efeitos da sibutramina, 1 ' perfil esse totalmente diferente dos estudos de bioequivalencia em adultos. 
Ou seja, o presente caso certamente nunca seria aprovado em um comite de etica em pesquisa humana para um 
ensaio experimental controlado, mostrando assim a importancia dos Centros de Toxicologia Clinica em documentar 
e publicar esses estudos de caso. 

Uma das principals chaves para o melhor uso do laboratorio de toxicologia de urgencia e a comunicagao com toda 
a equipe multiprofissional para a discussao e o estabelecimento de alguns parametros, a fim de evitar contratempos 
na emergencia toxicologica. 

Tudo comega com o conliecimento das tecnicas analiticas e o desenvoivimento dos respectivos metodos, 
estabelecendo a capacidade de cada um de detectar e quantificar, com precisao e exatidao, as substancias toxicas de 
interesse na area clinica de urgencia. O conhecimento de quais analises sao qualitativas e/ou quantitativas e em 
quais matrizes biologicas os analitos sao pesquisados tambem e de importancia para o uso racional do laboratorio 
(Quadro 5.3). E necessario que toda a equipe compreenda a avaliagao de parametros como linearidade, 
sensibilidade, especificidade, limite de detecgao e quantificagao e a indicagao de quais substancias o metodo 
consegue detenninar ou nao - mesmo que na amostra analisada o xenobiotico esteja presente em concentragoes 
toxicas (falso-negativo). 


Quadro 5.3 Prindpais xenobioticos e indicadores de exposigao a serem detectados e/ou quantificados em sangue ou urina nas analises 
toxicologicas de urgencia. - 

Analises quantitativas de sangue (soro/plasma) 

Analises qualitativas de urina 

Paracetamol 

Anfetaminas 

Acetilcolinesterase 

Anticoagulantes 

Acido valproico 

Arsenico 

Antidepressivos tricidicos 

Barbituricos 

Carbamazepina 

Cocaina e metabolitos 

Carboxi-hemoglobina 

Drogas sinteticas (MDMA, metanfetamina, cetamina, mefedrona etc.) 

Cianeto 

Mercurio 

Digoxina 

Opioides 

Etanol 

Praguicidas 

Etilenoglicol 

THCeoutros canabinoides 

Fenobarbital 


Ferro 


Litio 


Metemoglobina 


Metanol 


Salicilatos 


Teofilina 



MDMA: metilenodioximetanfetamina (ecstasy)', THC: tetraidrocanabinol. 



A escolha da amostra biologica e um item-chave na solicitagao adequada de uma analise de urgencia. A regra 
geral e que as analises quantitativas requerem soro ou plasma heparinizado, e nao plasma em acido etilenodiamino 
tetra-acetico (EDTA) ou, ainda, plasma em citrato. O EDTA e o citrato podem diluir a amostra ou servir como 
cofatores para algumas enzimas utilizadas como reagentes em diversos ensaios empregados nas analises de 
urgencia. Tubos de separagao de soro ou plasma, contendo gel de separagao, tambem devem ser evitados, devido ao 
fato de que algumas substancias podem difundir-se para o gel, ocasionando resultados falsamente baixos ou nao 
detectados. 27 29 

Em geral, a urina e a matriz de escolha para os screenings (triagem) toxicologicos nas analises de urgencia. Essa 
escolha e feita pelo fato de as concentragoes urinarias das substancias toxicas serem mais elevadas nessa matriz, o 
que facilita a aplicagao de tecnicas analiticas de triagem que geralmente apresentam menor sensibilidade. Na maioria 
dos casos, 20 m£ de urina e a quantidade ideal; no entanto, isso pode mudar de um laboratorio para outro. 

Uma necessidade importante, e muitas vezes esquecida, e a de comunicagao com a equipe multiprofissional, para 
solicitar (quando viavel) quais medicamentos ou substancias o paciente faz uso ou e exposto em seu ambiente de 
trabalho. Essa informagao possibilita ao laboratorio direcionar as analises para as substancias que tenham relagao 
direta com o quadro clinico apresentado e evitar analises desnecessarias para confirmar um achado laboratorial 
irrelevante na etapa de triagem. Isso pode poupar 1 h ou mais no tempo necessario para o laboratorio emitir o 
resultado da analise de urgencia. 2 22 

As principals tecnicas analiticas que podem ser utilizadas nas analises toxicologicas sao discutidas em outros 
capitulos do presente livro. No Quadro 5.4 estao ilustradas as principals tecnicas e suas respectivas caracteristicas 
que influenciam diretamente na escolha para aplicagao em analises de urgencia toxicologica. 

Comentariosfinais 

Atualmente, observamos um aumento da atengao a pacientes intoxicados, tanto nos servigos de urgencia como 
nas unidades de terapia intensiva; parte em fungao da grande quantidade de produtos farmaceuticos, cosmeticos, 
domissanitarios ou industrials disponiveis no mercado e capazes de induzir intoxicagoes agudas. ' 2 

A maioria das intoxicagoes e de origem acidental, embora muitos casos sejam relatados no ambito forense, 
principalmente nas intoxicagoes originadas pelas tentativas de suicidios e homicidios. As repercussoes legais das 
intoxicagoes exigem conhecimento medico-legal frente aos pacientes que sofrem intoxicagoes, quer seja em casos 
fatais ou com recuperagao do paciente, tornando fundamental o conhecimento sobre a maneira de comunicagao do 
fato. A necessidade de comunicagao oficial e o envolvimento dos diferentes fatores neste processo tern sido um 
fator detenninante na subnotificagao dos casos. 35 

Para viabilizar o acesso a essa magnitude de conhecimento, a Anvisa, em reuniao realizada em 18 de outubro de 
2004, criou a Rede Nacional de Centros de Informagao e Assistencia Toxicologica (RENACIAT) e aprovou as 
“Diretrizes para Qualificagao dos Centros de Informagao e Assistencia Toxicologica”, considerando a necessidade 
de estruturar e organizar a prestagao da informagao toxicologica e da assistencia a individuos intoxicados, bem 
como qualificar os dados epidemiologicos relacionados com esses agravos, considerando a necessidade de definir 
criterios para o reconhecimento dos centros ja existentes e a necessidade de parametros para a criagao de novos 
centros. 6 

No entanto, todos esses cuidados sao perdidos quando a produgao e a comercializagao de produtos quimicos e 
medicamentos sao efetuadas de maneira desorganizada, irresponsavel, com numero excessivo de estabelecimentos 
comerciais (drogarias, farmacias de manipulagao). Milhares de medicamentos estao disponiveis para o consumo, ha 
muitas marcas e nomes diferentes para medicamentos com os mesmos principios ativos; automedicagao; 
propagandas induzindo a compra; falta de conhecimento sobre os prejuizos de uma medicagao errada; confusao 
sobre o que significa o “medicamento ou produto natural”, “fitoterapico ou uso de plantas com finalidade 
terapeutica”; e uma cultura de transference de experiencias, em que as pessoas indicam os melhores “remedios” 
umas para as outras. 

Alem disso, a populagao deve conhecer algumas estrategias mercadologicas das in dust nas farmaceuticas, como a 
de oferecer comissoes aos vendedores ou premios para o profissional que mais induzir ao consumo de um 
determinado medicamento. Os vendedores nao sao treinados para dar orientagao tecnica, e sim para efetivar uma 



venda; essa cultura de consumo exagerado e transferida para a populagao cada vez mais exposta. 

Sao comuns as “ofertas” do tipo “leve tres e pague dois”; porem devemos salientar que esta embalagem a mais, 
na maioria das vezes, nao sera necessaria ao tratamento e pode ficar guardada ultrapassando seu prazo de validade 
ou, mais grave, ficar ao alcance de criangas ou, pior, ser utilizada erroneamente para outra patologia. 


Quadro 5.4 Prindpais tecnicas analfticas e suas caracteristicas a serem avaliadas nas analises toxicologicas de urgencia. 27 29 

Metodo 

Sensibilidade 

Espedficidade 

Quantificagao 

Analitos testados 

Veloddade 

Custo 

Colorimetrico 

+ 

± 

Nao 

Poucos 

Rapida 

$ 

Espectrofotometrico 

+ 

+ 

Sim 

Poucos 

Media 

$ 

Imunoensaio 

++ 

++ 

Sim 

Moderados 

Media 

$$ 

CCD 

+ 

++ 

Nao 

Muitos 

Lenta 

$$ 

CLAE 

++ 

++ 

Sim 

Muitos 

Media 

$$$ 

CG 

++ 

++ 

Sim 

Muitos 

Media 

$$$ 

CG-EM 

+++ 

+++ 

Sim 

Muitos 

Media 

$$$$ 

CL-EM/EM 

++++ 

++++ 

Sim 

Muitos 

Media 

$$$$$ 


CCD: cromatografia em camada delgada; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia; CG: cromatografia gasosa; CG-EM: cromatografia 
gasosa acoplada a espectrometria de massas; CL-EM/EM: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. 


Uma vez adquirido pelos pacientes, o medicamento sera consumido e a frequencia das exposigoes a um produto 
parece estar relacionada com a sua disponibilidade no mercado e ao acesso que o individuo tern a esse produto. 

Em geral, aquele que e mais distribuido em uma determinada regiao e o que predomina na listagem das 
intoxicagoes mais frequentes na populagao que vive na area. A facilidade de aquisigao aumenta este risco. 

O consumo e induzido pelas tecnicas de marketing e distorcido pela desinformagao, e a maior parte do 
faturamento da industria farmaceutica provem da venda de produtos sem receita. 

Estes sao alguns dos aspectos de maior relevancia no aumento do risco de manifestagao dos efeitos nocivos e 
intoxicagoes agudas produzidas pelos medicamentos e outros produtos industrializados. O uso inadequado reflete o 
numero de casos deste tipo de intoxicagao provocado por esses produtos. 4 

O uso abusivo de medicamentos tambem e um problema intemacional que afeta quase todos os paises do mundo, 
tanto desenvolvidos como em desenvolvimento, assim como outras drogas licitas ou ilicitas. 

Nosso principal desafio e o aprimoramento dos sistemas de vigilancia epidemioldgica, tornando-os aptos a 
detectar precocemente os riscos de intoxicagoes agudas. Programas de vigilancia epidemiologica devem obter 
investimentos em infraestrutura, criando as condigoes necessarias para uma agao imediata, adequada, que atenda as 
necessidades da populagao da regiao. 14 O estabelecimento de um sistema de informagoes (toxicovigilancia) e a 
capacitagao tecnica para aprimoramento do atendimento sao fundamentais na implantagao de um programa efetivo. 10 
A atengao necessaria a prevengao e ao controle das intoxicagoes agudas sera propiciada pela capacitagao laboratorial 
para diagnostico de novos agentes toxicos; incorporagao de novas tecnicas que possibilitem a identificagao mais 
refinada das substancias; capacitagao epidemioldgica para realizagao de investigagoes de campo e monitoramento 
adequado do comportamento epidemiologico das intoxicagoes. 
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Capitulo 6 

Analises Forenses 


Alice Aparecida da Matta Chasin ♦ Irene Videira de Lima 


Introdu^ao 

A locugao “toxicologia forense” estende-se a qualquer aplicagao da ciencia dos toxicantes, cujo objetivo seja a 
elucidagao de uma investigagao criminal. O adjetivo forense implica que, quando praticada para este fim, a 
toxicologia apresenta proposigoes legais como base. 1 

Em uma conceituagao ampla do termo e de acordo com as diretrizes exaradas pela Sociedade de Toxicologistas 
Forenses (SOFT, Society of Forensic Toxicologists) e a Academia Americana de Ciencias Forenses (AAFS, 
American Academy of Forensic Sciences), epossivel considerar as seguintes atividades como integrantes de carater 
“forense” da toxicologia: 2 

• Investigagao medico-legal (analises post-mortem e investigagao criminal) 

Analise de mudanga de desempenho pelo uso de substancias que alteram o estado de consciencia como, por 
exemplo, verificagao de alcool e outros farmacos no sangue, ar alveolar ou outras matrizes que possam 
modificar o desempenlio (aqui se inclui o controle de dopagem) ou comportamento 

Testagem “forense” de substancias psicoativas (relacionada com a investigagao do uso de substancias que 
alterem o desempenho, inclusive no ambiente de trabalho) 

• Caracterizagao de crime ambiental. 

Em geral, o termo toxicologia forense, no Brasil, relaciona-se com as investigagoes criminals, o que leva a se 
conjeturar que o termo mais apropriado para a disciplina seria Toxicologia Criminalistica ou Toxicologia Medico- 
Legal para designar a pratica da toxicologia que se realiza nas instituigoes em ambito estadual e federal e que 
objetiva a caracterizagao do delito (p. ex., porte de substantia proscrita ou cuja comercializagao esteja sujeita a 
fiscalizagao); a descoberta do uso de substancias que alterem o estado de consciencia; ou o auxilio diagnostico nas 
investigagoes de carater medico-legal. 

As analises toxicologicas desempenham importante papel quando se pretende estabelecer um nexo causal entre 
um determinado evento e o efeito, no caso o efeito toxico, a ele associado. Configuram-se como fator 
imprescindivel no estabelecimento de um aspecto (finalidade da analise). 

As analises toxicologicas integram, portanto, um ferramental importante da Criminalistica e da Medicina Legal. 
De acordo com os conceitos exarados por Zarzuela (1999), 3 a Criminalistica - e “disciplina destinada a observagao, 
interpretagao e descrigao dos elementos sensiveis (vestigios) extrinsecos a pessoa fisica encontrados no local dos 
fatos, no instrumento utilizado”; e a Medicina Legal, aquela que “evidencia os elementos materials (intrinsecos) no 
corpo da pessoa, viva ou morta, com o objetivo de vincular pessoas as circunstancias e ao evento de provavel ou 
evidente interesse judiciario”. E possivel inferir que a caracterizagao do “corpo de delito” se realiza a partir da 
analise efetuada no material in natura apreendido ou em determinado fluido biologico que evidencie o uso de um 




toxicante por um individuo. 

As analises toxicologicas apresentam, portanto, importancia crucial na material izagao do crime e no auxilio 
diagnostico das intoxicagoes nas diferentes areas da toxicologia. Reitera-se, assim, a importancia de reconhecer os 
aspectos analiticos que envolvem essas analises que, por se revestirem de caracteristicas proprias, apresentam como 
pressuposto o carater inequivoco da informagao. 4 

Um resultado analitico, para ser inequivoco, precisa ser gerado em nivel de excelencia e, para tanto, e necessario 
observar os preceitos da garantia da qualidade analitica. Estes envolvem os procedimentos e processos 
administrativos e tecnicos que controlam a qualidade dos resultados provenientes dos ensaios realizados no 
laboratorio, e que tornam possivel decidir sobre a confiabilidade dos resultados. 4 

Ha varios sistemas de qualidade laboratorial que podem ser aplicados aos laboratories de toxicologia forense 
como, por exemplo, as Boas Praticas de Laboratorio (BPL) e a ISO GUIA-25, entre outros. Ha ainda aqueles que 
sao empregados especificamente em laboratories de toxicologia forense como, por exemplo, o utilizado no National 
Institute on Drug Abuse ' (NIDA) ou o preconizado pela United Nations International Drug Control Program 6 ou 
pela Sociedade de Toxicologistas Forenses (SOFT, Society of Forensic Toxicologists) e pela Academia Americana 
de Ciencias Forenses (AAFS, American Academy of Forensic Sciences - SOFT/AAFS). 

Especificamente para laboratories que realizam analises toxicologicas com fmalidade forense em materiais 
biologicos de individuos vivos ou matrizes post-mortem, em 1991, foi publicada a primeira diretriz ( Guidelines) 
pela SOFT/AAFS, e as atualizagoes, em 1998, 2000, 2002 e 2006. Essas diretrizes, a semelhanga de outras que 
tratam do mesmo tema, 7 expressam que, na busca do reconhecimento formal da competencia dos laboratories e na 
realizagao de ensaios utilizados em toxicologia forense, e importante que sejam observados todos os preceitos da 
qualidade, inclusive a realizagao de “ensaios de proficiencia” por comparagoes interlaboratoriais e a implantagao de 
diretrizes, em conformidade com as modernas praticas e exigencias preconizadas por normas de consenso 
internacional. 

Esses sistemas de qualidade enfatizam a importancia da capacitagao do analista; da adequagao dos equipamentos 
e condigoes laboratoriais; de pianos de trabalho definidos e bem elaborados; de procedimentos operacionais 
padronizados; de cuidados na documentagao dos procedimentos e dos dados obtidos; de auditorias internas e 
externas e de validagao da metodologia utilizada. Ao se enfocarem mais especificamente os sistemas utilizados em 
laboratories que realizam analises toxicologicas com finalidade forense, os procedimentos que consubstanciam a 
chamada “cadeia de custodia” tambem constituem aspectos relevantes no estabelecimento da politica de qualidade 
do laboratorio. 

O terrno “cadeia de custodia” refere-se a documentagao que o laboratorio preenche com o proposito de rastrear 
todas as operagoes realizadas com cada amostra, desde sua coleta ate a completa destruigao do material. Os 
documentos da cadeia de custodia devem possibilitar que sejam documentadas cada fase do recebimento, 
aliquotagem, preparagao, testes realizados e ate o processo de disposigao final, quer seja estocagem ou descarte 
(destruigao). Devem detalhar o maximo possivel a sequencia dos fatos pelos quais passou determinada amostra e 
possibilitar resposta para, pelo menos, as seguintes questoes: 

• Quern manuseou a amostra ou a aliquota? 

• Quando tal manuseio ocorreu? 

• Onde a amostra ou aliquota foi obtida? 

• Para onde a amostra ou aliquota retornou? 

• Por que a amostra ou aliquota foi manuseada? 

Esses dados devem integrar documentos e, a cada vez que a amostra e removida do local de estocagem, os 
termos do documento devem contemplar essas questoes. As anotagoes devem ser feitas concomitantemente a cada 
ato do manuseio e cada ato deve corresponder a assinatura completa de quern o realizou. A descrigao completa da 
verdadeira custodia deve ser tal, que possa ser oferecida como evidencia fisica de determinado(s) processo(s). 77 ’ 

Ha dois tipos de cadeias de custodia: 

• Cadeia de custodia externa: do local da coleta ate chegar ao laboratorio. Este formulario documenta a 
transference da amostra original desde a apreensao ou coleta durante todo o transporte, que pode ser realizado 



por um estafeta ou pelo correio ate o laboratorio 

• Cadeia de custodia interna: refere-se a amostra ou a aliquotas. Apresenta conteudo similar a cadeia de custodia 
externa. Em geral, refere-se a bateria de amostras e deve incluir dados de transference, armazenamento e 
descarte. 

Outro aspecto importante da “seguranga da qualidade analitica” e a validagao de metodos, assunto que sera 
discutido mais adiante. 

Independentemente da natureza da amostra, in natura ou material biologico, a abordagem analitica deve 
considerar: 

• Casos com historico: analises direcionadas 

• Casos sem historico {general unknown): analise toxicologica sistematica. 

A investigagao toxicologica daqueles casos que apresentam evidences sobre o analito a ser pesquisado, ou 
historico de uso, segue diretamente para a pesquisa dirigida, no sentido de se confirmar a suspeita. Por outro lado, 
quando nao ha qualquer indicagao sobre a substancia a ser pesquisada, o que ocorre na maioria dos casos de exames 
ern material biologico, inicia-se a marcha analitica pelos chamados metodos de triagem. Esses metodos possibilitam 
a exclusao de grupos e a indicagao da presenga de substancia(s) a ser(em) confirmada(s). Os resultados de triagem 
ou historico das circunstancias do evento orientam os metodos dirigidos. Tanto as analises direcionadas como 
aquelas integrantes de uma determinada marcha sistematica devem contemplar os chamados “testes de triagem ou 
presuntivos e os testes confirmatorios”, sem os quais um resultado toxicologico com finalidade forense nao pode 
ser consider ado. 2 

Atualmente, a comunidade internacional, por meio da Associagao Internacional de Toxicologistas Forenses 
(TIAFT, The International Association of Forensic Toxicologists), preconiza que as analises que compoem o 
esquema de triagem sigam a chamada “analise toxicologica sistematica”, que pode ser conceituada como “a busca 
quimico-analitica logica por uma substancia de interesse toxicologico, cuja presenga nao e suspeitada e a identidade 
e desconhecida”. Os principals objetivos de se estabelecer a marcha sistematica sao, de acordo com os autores: 
evitar falso-negativos em casos de general unknown ; obter o maximo de diferenciagao e sensibilidade no rnenor 
tempo possivel; possibilitar a correta identificagao das substancias detectadas e rnanter bases de dados de resultados 
analiticos amplas e atualizadas. 910 

Quer se proceda a marcha sistematica ou a metodos presuntivos, preconiza-se que a confirmagao seja feita por 
meio de uma segunda tecnica (fundamento quimico diferente) para se emitir um resultado que minimize para niveis 
insignificantes a possibilidade de um falso-positivo. 

Assim, os metodos de triagem possibilitam a exclusao de grupos, indicagao da presenga de substancia(s) a 
ser(em) confirmada(s). Os resultados de triagem ou historico das circunstancias do evento orientam os metodos 
dirigidos, que sao considerados confirmatorios. 

Ao se confirmar a presenga de determinado analito, ha casos, conforme sera abordado mais adiante, em que a 
quantificagao e necessaria e, nestes, independentemente da matriz enfocada, e necessario validar o metodo, 
determinando as chamadas “figuras analiticas de merito”. Essa denominagao, muito comum em analises quimicas, 
pode tambem ser definida como “parametros de seguranga analitica” ou “parametros de confianga analitica”. Optou- 
se pelo ultimo, porque reflete mais o conceito estatistico de se aferir o erro inerente a qualquer processo de 
medigao. 4 

Assim, ao serem enfocados metodos analiticos de medigao, em toxicologia forense, estes devem ser abordados 
de acordo com os parametros de confianga que deem sustentagao, nao apenas a interpretagao do achado como 
tambem as eventuais inferences, as vezes necessarias na investigagao criminal. 4 

Os parametros anteriormente citados sao obtidos por meio da validagao de metodos analiticos. A validagao 
metodologica consiste, portanto, nos cuidados com os quais o analista se cerca para produzir dados que expressem 
o valor real da medida obtida, o que fundamenta a qualidade e a credibilidade de um trabalho analitico. 8 

A validagao, ato ou efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal visa diminuir ou 
controlar os fatores que levam a imprecisao ou inexatidao de um dado produzido. Entre esses fatores, e possivel 
citar variabilidade da amostra, eventual contaminagao, reagentes inadequados, pipetagem errada, variagoes de 


temperatura, variagoes e descuidos na manutengao dos equipamentos, alem de calibragao ineficiente, analista 
despreparado e perdas durante a analise. N 

A melhor maneira de se evitarem problemas com determinado metodo analitico e realizar a validagao adequada 
durante o seu desenvolvimento. Quando um metodo e usado no laboratorio que o padronizou, poucos sao os ajustes 
que devem ser feitos para que possa ser aplicado; no entanto, surgem inumeras dificuldades ao tentar aplica-lo em 
outros laboratorios. 

Existem diversas maneiras de se conduzir a validagao de um metodo analitico, como pode ser observado por 
meio da literatura. Diferentes autores sugerem metodos diversos para validar seus trabalhos. A validagao tern por 
objetivo assegurar que o metodo utilizado seja adequado ao que se propoe identificar ou quantificar; ou seja, que 
seu desempenho possibilite produzir resultados que se enquadrem as necessidades do problema em questao. 

De maneira geral, os parametros de validagao de metodos analiticos que possam auferir credibilidade aos dados 
obtidos e que deverao ser estabelecidos em toxicologia forense sao: especificidade, linearidade, curva de calibragao, 
sensibilidade, limite de detecgao, limite de quantificagao, precisao, exatidao, recuperagao, abrangencia, estabilidade 
e robustez. 

Desse modo, as analises toxicologicas, dependendo da finalidade a que se destinam, devem contemplar 
parametros analiticos diversos. Assim, por exemplo, em uma situagao de analise com proposito clinico (toxicologia 
de urgencia), os fatores preponderantes sao: velocidade; caracterizagao do grupo farmacologico; determinagao 
semiquantitativa e menor sensibilidade e especificidade. Se o proposito for forense, devera ser eleita metodologia 
com elevada sensibilidade, especificidade e parametros de validagao que fornegam resultado inequivoco, suficientes 
para lastrear uma possivel condenagao. 4 

Analise em material nao biologico 

■ Circunstancias de solicita^ao de exame 

Os materiais aqui referidos podem ser de qualquer natureza, desde que nao sejam biologicos e que possibilitem a 
elucidagao de uma investigagao; sao materiais relacionados com o crime (homicidio/suicidio/lesao flsica) ou, de 
algurna maneira, relacionados com o local do crime. De modo geral, os seguintes materiais podem ser listados 
como os mais frequentemente encontrados nos laboratorios que realizam analises toxicologicas com finalidade 
forense: alimentos contaminados, agua, produtos encontrados ao lado da vitima, copos com liquidos, frascos com 
inseticidas, embalagens com medicamentos, seringas com liquidos etc. 

Nos laboratorios que analisam as substancias psicoativas (ou seja, aquelas realizadas nos produtos relacionados 
com a Lei n- 11343/06), as amostras podem estar na forma de vegetais, pos, ampolas, seringas com liquidos etc. 
Os mais frequentemente encontrados sao: maconha, crack! cocaina, ecstasy, dentre as substancias proscritas e 
triexifenidil (componente ativo do artane), ciclopentolato (substancia anticolinergica componente de colirios), 
dietilpropiona ou anfepramona etc., dentre aqueles cuja comercializagao e sujeita a fiscalizagao. 

■ Amostragem 

A amostragem deve obedecer a criterios cientificos 11 e contemplar a quantidade que ficara retida no laboratorio 
para efeito de eventual reanalise (“contrapericia”). 

O valor cientifico de uma analise e a significance dos resultados, obviamente, sao influenciados pela propriedade 
da amostragem, ou seja, a amostra analisada representa a composigao do todo. Os analistas que trabalham em 
laboratorios que realizam, principalmente, analises de drogas ilicitas de rua apreendidas, frequentemente se deparam 
com a questao da amostragem. Perguntas como: quantas amostras devem ser analisadas quando um grande numero 
de amostras, aparentemente similares, e apreendida? Como exemplo, temos: apreensao de milhares de micropontos 
de LSD ou as famosas “balinhas” de maconha ou crack, ou papelotes contendo cocaina. 

Coulson et al. (2001) 11 preconizam que o calculo deve se pautar na abordagem bayesiana, que se baseia no grau 
de certeza atribuido a uma medida; ou seja, determina-se a probabilidade de haver representatividade do todo com 
determinado grau de confianga (95 ou 99%). Ha autores, no entanto, que preconizam que a amostragem seja feita 
por protocolos; referem que ha evidencias de utilizagao da formula a seguir: 12 



[n = 20 + 10% (N - 20)] 


Em que n = tamanho da amostra, N = total apreendido (N > 20). A formula pode ser usada para a selegao de 
amostra representativa de drogas apreendidas. 

■ Metodos anah'ticos 

Como abordado anteriormente, caso haja qualquer indicagao (analise macroscopica, nome da especialidade 
farmaceutica, historico, informagao etc.) do material apreendido, as analises devem ser dirigidas para o grupo 
farmacologico ou quimico em questao, apos o material ter sido devidamente pesado e amostrado. Caso nao haja 
indicagao, deve-se proceder a marcha analitica de triagem e posterior confirmagao. 

Os metodos mais comumente utilizados em triagem das substancias psicoativas apreendidas na rua sao os 
colorimetricos e a cromatografia em camada delgada (CCD), e os de confirmagao sao os cromatograficos em fase 
gasosa (CG) e fase liquida (CLAE, cromatografia liquida de alta eficiencia). A espectrometria de massas acoplada 
tanto a CG (CG-EM) quanto a CLAE (CLAE-EM) e tecnica de eleigao, porque, como vimos, e considerada 
“padrao-ouro”, e diz-se que fomece a “impressao digital” da substancia - portanto, a maxima especificidade 
possivel. Esta tecnica tern o inconveniente de ser muito cara e exigir treinamento diferenciado do analista. 

Analise em fluidos biologicos 

■ Circunstancias de solicita^ao de exame toxicologico forense | In vivo e em amostras 
biologicas post-mortem 

A investigagao toxicologica e comum nos casos de mortes violentas (provocadas por agentes externos) que 
podem ser decorrentes de acidentes, homicidios ou suicidios. Nas intoxicagoes letais, a maioria dos toxicantes de 
agao sistemica nao produz lesoes patologicas caracteristicas. E comum a descrigao de um conjunto de achados 
inespecificos: congestao visceral generalizada, edema cerebral e/ou pulmonar, hemorragias petequiais etc.; no 
entanto, tais achados nao sao patognomonicos de uma intoxicagao letal. As analises toxicologicas aplicadas aos 
especimes biologicos post-mortem atuam como ferramenta no auxilio diagnostico das intoxicagoes letais que se 
enquadram no ambito das mortes violentas. 

A clinica medico-legal, parte integrante da estrutura dos Institutos de Medicina Legal, realiza as pericias em 
individuos vivos. Nesse setor, a maioria das pericias esta relacionada com crimes contra a integridade fisica 
(vitimas de acidentes e de agressoes fisicas); o atendimento tambem e direcionado as vitimas de violencia sexual e 
de acidentes de trabalho, bem como aos casos de consumo de drogas de abuso. Aqui, a toxicologia tambem tern 
papel importante, principalmente na averiguagao de uso daquelas substancias classicamente relacionadas com 
crimes, sobretudo as substancias psicotropicas. De modo geral as analises toxicologicas visam elucidar a ausencia 
ou a presenga de etanol e de outras substancias psicoativas no sangue, urina, ar expirado ou outro especime 
apropriado, e a avaliagao do seu papel na alteragao do desempenho humano em termos comportamentais e 
psicomotores. 

As analises toxicologicas em fluidos biologicos com finalidade forense sao realizadas oficialmente no Brasil, em 
laboratories pertencentes as Secretarias de Seguranga Publica Estaduais ou nos Institutos Medico-Legais, como e o 
caso do estado de Sao Paulo. 

Essas analises sao feitas nos mais diversos materiais biologicos humanos e oriundos basicamente do Instituto 
Medico-Legal (tanatologia e clinica medica) e de Delegacias Policiais, em geral, no caso de pedido de dosagem 
alcoolica (DA). Podem tambem vir de diversos outros estabelecimentos, como hospitais ou corporagoes como a 
Policia Militar ou, ainda, como e o caso de Sao Paulo, de outros estados. 

■ Escolha, coleta, transporte e armazenamento de amostra biologica para fins forenses 

A escolha da amostra (matriz biologica) devera ser orientada pelo historico do caso que, na maioria das vezes, 
nao acompanha o material. Os conhecimentos a respeito da toxicocinetica do agente - absorgao, distribuigao, 
biotransformagao, armazenamento e excregao e os relativos a toxicodinamica (mecanismo de agao e reatividade dos 
receptores) se houver historico —, sao fundamentals para que haja exito analitico. Esses conhecimentos orientam a 



escolha do xenobiotico ou de seus produtos de biotransformagao ou, ainda, de um parametro bioquimico 
modiflcado. 1 Exemplificam esta citagao a procura de, por exemplo, benzoilecgonina (produto de biotransformagao) 
no caso de verificagao de uso de cocaina ou da atividade esterasica quando houver suspeita de intoxicagao por 
inseticidas organofosforados ou carbamatos. 

Outro fator importante a se considerar e o tipo de intoxicagao que se enfoca. Em geral, neste tipo de investigagao, 
o que se averigua e a intoxicagao aguda a curto prazo, que consiste no aparecimento de um quadro 
clinicopatologico, as vezes grave, decorrente de exposigao unica ou multiplas exposigoes, em um periodo de tempo 
nao superior a 24 h. Os efeitos geralmente surgem de imediato como, por exemplo, nas intoxicagoes por monoxido 
de carbono. No entanto, para algumas substancias como, por exemplo, o paraquat, os pacientes manifestam a 
intoxicagao no decorrer de aproximadamente 2 semanas - dai a dificuldade analitica na caracterizagao de alguns 
xenobioticos. 

A escolha da amostra tambem e orientada pelo conhecimento do fenomeno que se pretende averiguar, se 
exposigao recente ou pregressa, ressaltando-se que a recente nao precisa ser necessariamente aguda. Isso acontece, 
por exemplo, para aquelas substancias utilizadas recreacionalmente, com a finalidade de modificagao de estado de 
consciencia, como crack! cocaina, heroina, maconha e varias outras psicotropicas. 

Os fluidos biologicos mais comumente utilizados em analises de individuos vivos sao sangue e urina; porem, 
outras amostras altemativas podem ser usadas. Quanto menos invasiva for considerada uma amostra, melhor. Por 
este motivo, a urina e considerada matriz de eleigao para verificagao de uso recente; no entanto, por vezes, apresenta 
o inconveniente da dificil correlagao com os teores sanguineos, informagao esta que, em muitos casos, e 
absolutamente necessaria para se estabelecer o nexo causal entre presenga do analito e a causa da intoxicagao 
(eventualmente causa mortis ). 14 

No caso das analises post-mortem em que houver historico da intoxicagao, orienta-se a coleta de acordo com o 
conhecimento da disposigao (distribuigao/armazenamento) da substancia no organismo; por exemplo, indicagao de 
volateis ou paraquat, o pulmao; de cianeto, o bago; de LSD, a bile etc. 1 u 

Naqueles casos sem historico, que sao os mais comuns, opta-se por uma colegao de amostras que possibilitem o 
achado de praticamente 100% dos xenobioticos envolvidos em intoxicagoes agudas. Em diretrizes exaradas pela 
SOFT/AAFS, ha sugestao de tipos de materiais e respectivas quantidades a serem coletados, nos casos de 
necropsia, sem que haja historico do analito a ser investigado. O Quadro 6.1 elucida o preconizado pelo 
SOFT/AAFS como referenda para coleta nos casos em que nao haja evidencias da intoxicagao. 


Quadro 6.1 Quantidade de material biologico a ser coletado para analises toxicologicas (material de necropsia). 


Espedme 

Quantidade 

Cerebro 

50 g 

Figado 

50 g 

Rins 

50 g 

Sangue 

25 m£ cora^ao 

10 m£ periferico 

Humor vi'treo 

Toda quantidade dispom'vel 

Bile 

Toda quantidade dispom'vel 

Urina 

Toda quantidade dispom'vel 

Conteudo gastrico 

Toda quantidade dispom'vel 


Fonte: Society of Forensic Toxicology, AAFS, 2006. 


Dependendo, entretanto, do analito enfocado e das situates especificas, pode-se deliberar sobre a escolha de 
outras matrizes. Por exemplo, a utilizagao de pelos, unhas e cabelos em casos de intoxicagao cronica por metais ou, 
mais recentemente, a utilizagao de cabelo para verificagao da exposigao a substancias psicoativas (cocaina, A9- 
tetraidrocanabinol etc.). 

Considerando-se situagoes especificas como embalsamamento, por exemplo, as amostras para analises 
toxicologicas devem ser coletadas antes deste procedimento, visto que, neste processo, substancias como etanol e 
metanol sao utilizadas e podem levar a um resultado falso-positivo. 16 

No caso de cadaveres queimados, exumados ou putrefatos, amostras nao usuais devem ser coletadas para analise. 
Nessas situagoes, musculo esqueletico, medula ossea, cabelo e humor vitreo sao amostras de eleigao. No caso de 
queimados, o sangue pode ser uma amostra dificil e o humor vitreo sempre permanece (livre de trauma e 
putrefagao), alern de ser muito util para detecgao de substancias volateis (alcoois, cetonas).' O cabelo tern sido 
utilizado nesses casos (substancias psicoativas e/ou metabolites tern sido identificados no cabelo). 1 

Obviamente, e ponto crucial que as matrizes sejam mantidas em procedimentos rigidos de custodia; pois, nesse 
campo de atuagao, a garantia de que a amostra analisada corresponde ao doador ou a vitima nao e apenas conduta de 
boas praticas de laboratorio, mas envolve condutas administrativas que efetivamente podem atestar, por rneio de 
documentagao, que todos os processos foram seguros, rastreaveis e podem ser provados. 

O transporte e o armazenamento constituem tambem elementos importantes, posto que amostras originalmente 
positivas podem se tomar “negativas” por acondicionamento inadequado. A cocaina, por exemplo, pode ser 
biotransformada in vitro caso nao se observe a inibigao enzimatica necessaria nesta situagao. 19 O contrario tambem 
pode acontecer como, por exemplo, a produgao de etanol post-mortem (etanol endogeno). Nesse caso, deve-se 
utilizar o humor vitreo, que constitui um fluido indispensavel na diferenciagao do etanol detectado em corpos 
putrefatos (endogeno/exogeno). Os metabolites glicuronato de etanol e sulfato de etanol tern sido quantificados em 
urina post-mortem e sao promissores biomarcadores da ingestao de etanol. A formagao de fosfatidiletanol a partir 
de acidos graxos livres e etanol tambem esta sendo considerada como marcador da ingestao do alcool. 19 

Em geral, todo o material deve ser encaminhado ao laboratorio sem adigao de qualquer tipo de conservante; caso 
nao sejam enviados de imediato, devem ser conservados sob refrigeragao. 

■ Metodos analiticos (triagem, identificagao, qualifica^ao e quantifica^ao) 

Orfila foi o primeiro toxicologista a usar a analise toxicologica sistematica como prova legal de envenenamento, 
ao provar a presenga de arsenio em material proveniente de necropsia. Os principios de Orfila continham toda a 
sistematica para a identificagao de agentes quimicos em materiais de necropsia, por meio de provas de identificagao, 
como prova legal de envenenamento. Para isso, foram assimilados conhecimentos e tecnicas dos campos da quimica 
e da biologia. Esses principios continham todas as partes que constituiam um paradigma: um objeto definido, 
principios teoricos para especificar as leis gerais que regem o comportamento do objeto, a relagao com as teorias de 
campos conexos (especialmente com a quimica analitica, bioquimica e a fisiologia) e exemplos concretos da 
aplicagao da teoria. 20 

A toxicologia forense constantemente langa desafios analiticos para responder a demanda de ferramentas de 
elucidagao de exposigao a diversas substancias quimicas. 

Se houver historico, procede-se a marcha analitica direcionada para o analito em questao; se, no entanto, como 
acontece na maioria das vezes, a pesquisa for relacionada com um agente toxico desconhecido, preconiza-se que se 
proceda a analise toxicologica sistematica (ATS). 

Como ja citado anteriormente, a detecgao deve ser confirmada por tecnica diferente daquela utilizada na triagem. 
Ha varios preceitos a serem observados nos metodos confirmatorios e, ainda que o uso de espectrometro de massas 
seja considerado de eleigao, por suas caracteristicas de elucidar a estrutura da molecula, outros podem ser 
utilizados. De maneira geral preconiza-se que o metodo de confirmagao deve ser mais especifico e apresentar limite 
de detecgao menor que o teste de triagem, para o alvo analitico. 2 5 

Assim, podem ser usados metodos que utilizam a tecnica de cromatografia em camada delgada em varias de suas 
modificagoes; cromatografia em fase gasosa com varios tipos de detectores como, por exemplo, o de captura de 



eletrons (DCE), o de ionizagao em chamas (DIC), o de nitrogenio e fosforo (DNP) e a cromatografia Hquida de alta 
eficiencia (CLAE). 

A tecnica de CG-EM e, como ja citado, a de eleigao como de confirmagao, independentemente da matriz 
biologica enfocada, dada sua especificidade e, em geral, e a de referencia, considerada como sendo 100% especlfica. 
A combinagao entre a tecnica de imunoensaio para triagem e CG-EM para confirmagao e a mais frequentemente 
encontrada na literatura. 21 Caso nao seja possivel utilizar metodos que utilizem CG-EM, outros podem ser 
empregados, desde que devidamente validados quanto aos seus parametros de seguranga analitica. 4 

A metodologia a ser utilizada depende das condigoes do laboratorio e e prerrogativa do analista a escolha do 
metodo, que deve sempre ser realizado de acordo com as normas que regem cientificamente esta questao. Ha paises 
como, por exemplo, Portugal, onde ha procedimentos de ensaios considerados de “referencia”. Exemplificam esse 
fato os ensaios, realizados em Portugal, que caracterizam o chamado “estado de toxicodependencia”, que sao 
determinados pelos Ministerios da Justiga e da Saude, juntamente com o Conselho Superior de Medicina Legal. 
Esses procedimentos estao expressos em normas que regulam os exames toxicologicos indispensaveis a detecgao 
segura do estado de influencia pelo alcool ou outras substancias que modificam estados de consciencia. 22 

■ Interpretagao e utilizagao dos resultados da analise toxicologica 

A interpretagao dos achados laboratoriais, quer em situagoes in vivo ou no estabelecimento da causa mortis, e a 
integragao dos conliecimentos sobre a toxicocinetica, toxicodinamica e achados necroscopicos que evidenciem ser o 
toxicante o responsavel pelo efeito letal. 2 ' 

Os efeitos toxicos ou adversos de um agente quimico sobre um sistema biologico serao produzidos quando este, 
ou seus produtos de biotransformagao, alcangarem os locais-alvo de agao. Portanto, a resposta toxica depende de 
varios fatores que irao influenciar a toxicidade de um composto, quais sejam, propriedades fisicas e quimicas do 
agente, a suscetibilidade do sistema biologico de individuo e as condigoes de exposigao. 

As principals propriedades fisicas e quimicas que podem influenciar a toxicidade de um agente sao: solubilidade, 
pressao de vapor, constante de ionizagao, reatividade quimica, estabilidade, tamanho da particula e coeficiente de 
partigao, entre outras. Em outras palavras, o conhecimento do modo de consumo do agente e muito importante para 
orientar a pesquisa ou monitorar o indicador para se determinar esta busca. Por exemplo, na verificagao de 
utilizagao do uso de crack, e preciso monitorar a metilecgonidina, produto de pirolise da cocaina, que aparece 
apenas nos casos em que se utiliza a cocaina na forma fumada. 

As caracteristicas individuals, como sexo, idade, peso, diferengas geneticas e condigoes metabolicas (repouso, 
trabalho), podem influenciar a toxicidade do composto, assim como fatores relacionados com as condigoes de 
exposigao, que sao as vias de introdugao e a duragao e frequencia da exposigao. Por exemplo, nos casos em que a 
cocaina e encontrada, os dados de necropsia sao, na maioria das vezes, inespecificos, o que faz com que a 
determinagao da causa basica do obito constitua um desafio para os toxicologistas e patologistas forenses. A 
descoberta do cocaetileno, potencialmente toxico, nos casos em que ha a utilizagao concomitante de cocaina e 
etanol, adiciona elementos extras de complicagao a este quadro. 17 

Alem disso, a matriz escolhida (ou disponivel) e a inferencia sobre a concentragao de determinado analito no 
sangue constituem elementos de discussao de interpretagao. Exemplificando: nos casos de individuos vivos, o 
sangue e o especime mais comumente utilizado na determinagao de etanol para fins forenses. O sangue, por estar 
em equilibrio com o cerebro, permite que a dosagem de alcool etilico seja a que melhor reflete os efeitos do etanol 
no sistema nervoso central (ha uma correlagao entre concentragao sanguinea e efeitos no sistema nervoso central). 
Tal fato tern implicagao nas investigagoes de violagao das leis de transito, pois a interpretagao de resultados de 
dosagem alcoolica baseia-se universalmente nos niveis obtidos ou extrapolados para o sangue total. 1618 

No entanto, nos casos em que nao for possivel proceder a alcoolemia, pode-se quantificar o etanol em outros 
fluidos; contudo, a extrapolagao para o sangue total sempre deve ser feita. Por exemplo, se a amostra for 
soro/plasma, estima-se que esta matriz contenha uma concentragao de etanol maior que aquela encontrada no sangue 
total, pelo fato de que o etanol se distribui de acordo com o conteudo aquoso do tecido ou fluido do organismo. 
Alem disso, ha de 10 a 15% mais agua em um volume de plasma e/ou soro que no correspondente volume de 
sangue total; no caso, a correlagao soro/sangue para o etanol e 1,15. 18 

Se a amostra disponivel for apenas urina, esta pode constituir amostra alternativa para dosagem de etanol e, por 


meio da concentragao obtida na urina, e possfvel estimar os teores sanguineos, desde que a urina seja coletada 
adequadamente. Em uma situagao de equilibrio, o indice de correlagao medio da concentragao de etanol na 
urina/concentragao de etanol no sangue e igual a 1,30 (urina content mais agua, proporcionalmente ao sangue). Esse 
indice tern maior concordancia durante a fase de pos-absorgao do etanol, podendo ser usado em rotina para estimar 
a alcoolemia, desde que seja coletada uma segunda amostra para analise em um intervalo entre 20 e 60 min apos o 
esvaziamento completo da bexiga. 18 

Para inferir-se sobre o nexo causal (interpretagao do achado), devem-se considerar, alem dos fatores relativos a 
toxicologia do xenobiotico, todos os interagentes como, por exemplo, perdas ou produgao de analito devido a 
condigoes de armazenamento e conhecimento dos fenomenos de redistribuigao post-mortem, tambem chamados de 
cinetica post-mortem. 24 26 

Quando um laboratorio forense estabelece a concentragao post-mortem de um agente toxico no sangue, esta nao 
necessariamente reflete os valores relacionados com a situagao perimortem. Da mesma maneira que ha um grande 
numero de variaveis afetando a concentragao sanguinea do xenobiotico em um individuo vivo, existe tambem uma 
serie de fatores com a capacidade de alterar seus niveis apos a morte. A redistribuigao post-mortem se refere ao 
movimento do agente toxico dentro do organismo apos o obito. Esse fenomeno envolve a difusao de toxicantes para 
o sangue, procedentes de orgaos como os do trato gastrintestinal, pulmoes, figado, coragao etc., podendo alterar as 
concentragoes do analito, dependendo do local de coleta do sangue. A concentragao post-mortem de xenobioticos 
pode apresentar, portanto, relagao com fenomeno do sitio-dependencia ou intervalo de tempo decorrido entre hora 
do obito e coleta das amostras. Varios fatores contribuem para esse fenomeno, dentre os quais: intervalo post¬ 
mortem, agao de microrganismos, posigao do corpo nos estados putrefativos, difusao post-mortem do xenobiotico 
de locais tissulares para tecidos adjacentes e sangue etc. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ' -2 '' 

Ha tambem fenomenos que ocorrem in vitro durante a estocagem, como ja citado, e que contribuem para a 
variabilidade sanguinea e, consequentemente, corroboram as dificuldades de interpretagao dos resultados 
analiticos. 22 

Estudos mostram que ha variabilidade nas concentragoes sanguineas de varios farmacos em fungao do local de 
coleta das amostras (veia subclavia, aorta toracica, veia cava inferior, veia femoral etc.), podendo aquelas, inclusive, 
elevarem-se de maneira significativa no intervalo entre obito e coleta da amostra, particularmente no sangue 
cardiaco. 23 2,1 Toxicantes que apresentam grandes variagoes nas concentragoes sanguineas post-mortem possuem 
elevada lipossolubilidade e grande volume de distribuigao aparente (Vd aparente). Dentre eles, citam-se os 
antidepressivos triciclicos, os anti-histaminicos, os narcoanalgesicos e a digoxina, entre outros. 2 ’ 27 ' 28 
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Capitulo 7 

Analise de Substancias Psicoativas em Condutores 

Veiculares 


Vilma Leyton ♦ Julio de Carvalho Ponce 


Introdu^ao 

No Brasil, em 2011, as causas extemas (acidentes e violencia) foram responsaveis por 145.842 mortes, ocupando 
o terceiro lugar, sendo superadas por neoplasias e doengas do sistema respiratorio. Dentre as causas externas, os 
acidentes de transito foram responsaveis por mais de 44 mil obitos, ficando em segundo lugar; 1 para o mesmo 
periodo, foram 1,24 milhao de mortes no mundo todo, e 20 a 50 milhoes de vitimas nao fatais, provocando um 
grande impacto economico e social. 2 Enquanto paises como os EUA e os da Uniao Europeia conseguiram reduzir a 
taxa de mortalidade no transito ao longo de 20 anos, adotando medidas eficazes, o Brasil continua com taxas de 
mortalidade muito altas (Figura 7.1). 

Dados de 2003 indicam que o Brasil perde 30 bilhoes de reais ao ano em decorrencia dos acidentes de transito, se 
somados custos de internagao, reparos ao patrimonio publico e privado e perda de produtividade economica. 3 

A condugao de veiculos e uma atividade que demanda que o motorista identifique e analise informagoes 
complexas e tome decisoes. 4 Para uma condugao segura, e crucial que haja capacidades psicomotoras finas, tais 
como processamento de informagao, atengao dividida e fungoes visuais; se alteradas, aumentam o risco de 
acidentes.'’ 4 

Elementos que causem distragao (p. ex., uso de celulares) ou que alterem a capacidade psicomotora (p. ex., 
consumo de drogas de abuso e alguns medicamentos), se usados de maneira diversa do recomendado, podem afetar 
negativamente o ato de dirigir, aumentando consideravelmente o risco de acidentes. 2,6 ^ 8 

Estudos sobre a prevalencia do consumo de alcool e drogas de abuso tern sido realizados em varios paises. Como 
exemplo, destacam-se os realizados pelo NHTSA (National Highway Traffic Safety Administration) 9 e o da Uniao 
Europeia, o projeto integrado DRUID ( Driving Under the Influence of Drugs), cujos objetivos eram buscar 
respostas para questoes relacionadas com o consumo de drogas de abuso e medicamentos que afetam a capacidade 
do condutor de dirigir com seguranga. 10 No entanto, o Brasil nao dispoe de uma politica governmental abrangente 
que estimule pesquisas e politicas publicas baseadas em evidencias. 

Estudos abrangentes, e localizados, podem ajudar a estabelecer quais as maiores fontes de riscos e as leis que 
devem ser desenvolvidas para diminui-los. Leis nacionais de seguranga no transito podem reduzir ferimentos e 
mortes em usuarios dos sistemas viarios. As mudangas legislativas, no entanto, dependem de vontade politica, 
recursos e mudanga de comportamento dos motoristas. 11 

Legislate) vigente 


De acordo com o Relatorio Mundial da Seguranga Rodoviaria, 2013 ( Global Status Report on Road Safety 2013) 





para garantir a seguranga dos usuarios do sistema viario, sao necessarias leis que obriguem a utilizagao de cintos de 
seguranga para carros e capacetes para motociclistas; legislagao referente a niveis maximos permitidos de 
alcoolemia (concentragao de alcool no sangue); obrigatoriedade de uso adequado de dispositivos de retengao para 
criangas e velocidades maximas permitidas. O Brasil conta com leis que abordam todos esses topicos, em ambito 
nacional. No entanto, em uma escala de 1 a 10, o nivel percebido de fiscalizagao e 6, com outras falhas importantes 
nas avaliagoes pos-acidentes, estatisticas de morte e caracteristicas epidemiologicas dos acidentes. Em uma recente 
atualizagao da legislagao referente ao consumo de alcool e drogas de abuso na diregao veicular, estabeleceu-se que a 
infragao (de menor potencial ofensivo, mas que ainda sujeita o condutor a sangoes legais) se configura quando o 
condutor estiver com “qualquer concentragao de alcool por litro de sangue ou por litro de ar alveolar”. Dessa 
maneira, considera-se uma politica de tolerancia zero. A sangao, nesses casos, e de aplicagao de multa e suspensao 
do direito de dirigir por 1 ano, bem como recolhimento da carteira nacional de habilitagao (CNH). O veiculo 
somente podera ser entregue a condutor habilitado e que nao esteja sob efeito de alcool. 12 

Para configurar crime, o condutor deve apresentar alcoolemia igual ou superior a 0,6 g de alcool por litro de 
sangue, o equivalente a 0,3 mg por litro de ar alveolar expirado. Por se tratar de ato ilicito mais grave que o da 
infragao, a pena e de detengao, de 6 meses a 3 anos, multa e suspensao ou proibigao de se obter a permissao ou a 
CNH para dirigir veiculo automotor. Para fins legais, individuos abordados sob efeito de “outra substancia 
psicoativa que determine dependencia”, independentemente da concentragao, sao enquadrados nesse crime. No 
entanto, atualmente, nao existe uma regulamentagao de quais substancias devem ser pesquisadas. 
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Figura 7.1 Taxa de mortalidade por agentes toxicos por 100.000 habitantes no Brasil, nos EUA e na Uniao 
Europeia (UE). Fonte: Gjerde, Hallvard; PhD (Instituto Nacional de Saude Publica, Oslo, Noruega) e Dra. Vilma 
Leyton (Faculdade de Medicina da USP). Elaborada com os dados obtidos de orgaos governamentais oficiais. 

Resolugoes posteriores estabeleceram que a infragao pode ser confirmada por meio de exame de sangue, exames 
realizados por laboratories especializados (desde que indicados pela entidade de transito ou autoridades policiais), 
teste em aparelho destinado a medigao de alcool no ar alveolar (etilometro), verificagao de sinais que indiquem a 
alteragao da capacidade psicomotora do condutor (teste clinico) ou, ainda, por meio de provas testemunhais, 
imagens e videos. 11 


Para o etilometro, conhecido popularmente como “bafometro”, somente podem ser utilizados para confirmar a 
embriaguez aqueles submetidos ao Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) para 
homologagao e autorizagao, respeitada a faixa de tolerancia. Para fins de homogeneidade, estabeleceu-se que e 
considerado positivo para etanol, para fins de infragao, o exame com resultado acima de 0,05 mg de alcool por litro 
de ar alveolar expirado. Para crime, respeitando-se a tolerancia, o valor minimo para o flagrante e de 0,34 mg/f de 
ar alveolar. 13 

Sele^ao de amostras 

Apesar de amostras biologicas diversas poderem ser avaliadas em pesquisas toxicologicas, o sangue permanece 
como amostra de eleigao para as abordagens do motorista suspeito de estar sob efeito de alguma substancia 
psicoativa. 

Para comprovar se o condutor esta sob o efeito de alcool, a legislagao brasileira vigente permite, para que sejam 
aplicadas as sangoes, a analise do sangue e do ar alveolar expirado. Essa restrigao leva em consideragao as 
propriedades farmacocineticas do alcool. A admissao do ar alveolar leva em consideragao o equilibrio biologico 
observado entre essa amostra e a concentragao na corrente sanguinea, quando o individuo esta sob efeito do etanol. 
E a amostra utilizada em fiscalizagoes rotineiras por agentes policiais. 

Alem disso, como o objetivo da lei e deter o condutor sob efeito tanto do alcool quanto de “outra substancia 
psicoativa que determine dependencia”, o sangue e o material de eleigao para os exames laboratoriais, pois ja esta 
bem documentado na literatura cientifica que o resultado positivo esta relacionado com os efeitos observados no 
condutor. 14-16 

Outras amostras, no entanto, podem ser utilizadas - respeitadas suas limitagoes e a interpretagao dos resultados 
(Quadro 7.1). As concentragoes de substancias psicoativas e/ou metabolites em urina, de modo geral, nao 
representam relevancia no comportamento do condutor e, portanto, nao sao boas indicadoras nas abordagens de 
motoristas. 1(11 

Amostras de fluido oral (saliva) nao sao adequadas para estimar com qualidade a concentragao de uma substancia 
quimica em sangue. Valores de referencia para estabelecer limites de concentragao sao mais facilmente encontrados 
para sangue, que permanece sendo a amostra de escolha. 14,15 Contudo, tais amostras tern sido amplamente utilizadas 
em estudos epidemiologicos que tern norteado politicas publicas de prevengao de acidentes de transito. 9,10 

Outra informagao de suma importancia e a janela de detecgao de cada amostra. Janela de detecgao e o tempo 
decorrido entre a administragao de uma dose unica da droga de abuso e a detecgao da substancia psicoativa e/ou 
metabolites em uma matriz biologica. Sangue e saliva, por refletirem a concentragao responsavel pelos efeitos 
clinicos, tern janela de ate 2 dias; a urina, por ser o fluido de excregao de grande parte das drogas, tern janela de 
detecgao de ate 4 dias (ou varias semanas, no caso de usuarios cronicos de Cannabis ) e cabelo, de 3 a 6 meses. 1 

Deve-se levar em consideragao a possibilidade de contaminagao e adulteragao das amostras. No caso de amostras 
em que nao ha invasao de privacidade e ha a necessidade de dispositivo especifico para coleta, a possibilidade de 
contaminagao e adulteragao e menor. Isso se aplica em especial para o sangue. No caso de amostras de urina, o 
potencial de adulteragao e maior, tendo em vista que a coleta e frequentemente realizada em local privado, sem 
observagao. Para fluido oral, apesar de a adulteragao ser menor, o uso recente (em especial de drogas de abuso por 
via oral) pode representar um resultado mais alto que o real. Para cabelo, a adulteragao e menor, mas a 
contaminagao externa pode ocorrer e pode ocasionar falso-positivos. 17 


Quadro 7.1 Amostras para avaliagao da exposigao a drogas de abuso. 

Amostra 

Indica estar sob efeito? 

Qualidades 

Limitagoes 

Sangue 

Sim 

Possibilita estabelecer correlagao com dose 

nosistemanervoso central 

Coleta invasiva; pouco volume; amostra 
complexa 

Urina 

Nao 

Facil coleta; possibilita estabelecer uso 
recente para grande numero de substancias 

Frequentemente a detecgao e de 
metabolitos (e nao da substancia psicoativa 



precursora); possibilidade de contaminagao 

Ar alveolar 

Sim 

Amostra analisada no local da abordagem 

Somente para substancias volateis; analise 
laboratorial prejudicada 

Fluido oral 

Sim, com ressalvas 

Facil coleta, nao invasiva; amostra menos 
complexa que o sangue 

Pouco volume; baixa concentragao; util 
para algumas substancias 

Cabelo 

Nao 

Possibilita avaliar uso nao recente 

Grande possibilidade de contaminagao 
externa; nao indica uso recente; pode 
subestimar ou superestimar consumo 


Autilizagao de cabelo como matriz de eleigao tem sido defendida em situagoes especificas. Na Suecia, ha relatos 
positivos para a utilizagao dessa amostra para testar a abstinencia de motoristas ja condenados por dirigir sob efeito 
de drogas de abuso. 18,19 Ainda assim, no momenta da coleta, todas as alteragoes no material devem ser relatadas, 
em especial tratamentos quimicos e coloragoes, que podem reduzir a concentragao de substancias psicoativas e/ou 
metabolites observada. 19 

Considerando-se a importancia de realizar testes que comprovem o uso de substancias psicoativas que possam 
alterar a capacidade psicomotora do condutor, a possibilidade de resultados negativos apos consumo e maior em 
fluido oral e cabelo. 14 

Influencia dos efeitos das principals drogas de abuso em condutores veiculares 

■ Alcool 

Dirigir sob efeito de alcool afeta o desempenho e o comportamento do motorista. Os sinais e sintomas 
decorrentes da ingestao de bebida alcoolica vao depender da quantidade ingerida. No entanto, em virtude da grande 
variabilidade dos efeitos devido a suscetibilidade individual dos condutores (sexo, peso, etnia, habito ou nao de 
consumir bebidas), nao existe concentragao segura para a condugao veicular sem riscos. 20 

Considera-se que uma dose de alcool equivale a 12 g; ou seja, a quantidade presente em uma lata de cerveja ou 
uma taga de vinho. O consumo de duas doses, em um adulto de peso medio (70 kg) leva a uma alcoolemia 
(concentragao de alcool no sangue) de 0,3 a 0,5 g/f. 21 

Ate mesmo doses pequenas de alcool podem levar a prejuizos importantes na capacidade de dirigir. Uma unica 
dose, o equivalente a 0,2 g/ f de alcoolemia, ja altera consideravelmente as habilidades de atengao dividida e 
acompanhamento de movimento. Entre 0,2 g/f e 0,5 g/f, ha um aumento de 2,6 a 4,6 vezes no risco de acidentes 
fatais; 21 entre 0,5 e 0,7 g/f, esse risco sobe para 10 vezes, em relagao ao condutor sobrio. 22 

Um estudo realizado na cidade de Sao Paulo, com dados coletados no Instituto Medico Legal-SP, indicou que 
55,8% dos condutores de automovel que morreram em acidentes de transito, em 2005, apresentaram alcoolemia 
positiva com concentragoes iguais ou superiores a 0,6 g/f. Dentre os condutores de motocicletas, esse percentual 
foi de 35,4%. 23 

■ Cannabis 

O consumo de Cannabis altera o desempenho cognitivo e psicomotor; o motorista sob efeito dessa droga tem 
prejuizo da coordenagao, da atengao dividida, das fungoes visuais, do tempo de reagao e, consequentemente, da 
capacidade para dirigir com seguranga. 24 Considera-se que a concentragao de A g -tatraidrocanabinol (A Q -THC), o 
principio ativo dos derivados de Cannabis presente em um cigarro padrao, leva a um prejuizo comparavel ao de 
alcoolemia de 0,5 g/f. 25 

O consumo concomitante de alcool e Cannabis aumenta consideravelmente o risco de acidentes, se comparado 
com o consumo de cada um em separado. 26 

Em um estudo brasileiro de abrangencia nacional, 32% dos condutores em rodovias apresentaram A 9 -THC em 



suas amostras testadas, indicativo de uso recente de Cannabis. 21 

■ Estimulantes 

Estimulantes de modo geral (cocama e anfetaminas) levam o condutor a assumir comportamentos de risco e, 
consequentemente, o tornam mais propenso a se envolver em acidentes de transito. Isso se deve a alteragao de 
concentragao e atengao, paranoias e alucinagdes e dilatagao das pupilas (maior sensibilidade a 1 uz). 2 As 
anfetaminas estimulam as (lingoes cognitivas e psicomotoras, e podem aumentar perigosamente a autoconfianga do 
motorista, resultando em maior probabilidade de envolvimento em situagoes de risco no transito. 24 

Alguns estudos brasileiros ja apontaram que motoristas de caminhao tern feito uso de estimulantes para poder 
suportar as longas jornadas de trabalho. Silva et al. (2003)’' mostraram que 5,6% das amostras de urina de 
caminhoneiros foram positivas para anfetaminas, cocama e maconha. Yonamine (2004) 31 aponta que 7% dos 
motoristas de caminhao tinliam feito uso de substancias psicoativas, das quais o alcool foi a substancia mais 
comumente detectada, seguido de anfetaminas. Leyton et al. (2012) ’ mostraram que 9,3% das amostras de urina 
apresentaram resultado positivo para alguma substancia psicoativa, das quais 5,8% eram anfetaminas; 2,2%, 
cocama; 1,1%, canabinoides e 0,2% para anfetaminas e cocama. 

Alem dos efeitos das substancias ja descritas, que sao as mais comumente encontradas em condutores que 
trafegam nas vias brasileiras, e necessario lembrar-se de que existe uma grande gama de substancias psicoativas 
que tambem podem comprometer o desempenho do condutor. O uso multiplo de substancias psicoativas pode 
exacerbar os efeitos incompativeis ao ato de dirigir veiculos automotores. 
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Introduce) 

A analise de substancias psicoativas em fluidos e tecidos biologicos tem sido amplamente utilizada ha muitos anos, com fmalidades especificas 
e em areas diversas. 

No passado, a urina era a matriz de escolha pela farta quantidade de amostra e pelos niveis relativamente altos de concentra^ao das substancias 
psicoativas, fatores importantes para viabilizar a analise laboratorial pela tecnologia usada na epoca. O avanpo tecnologico possibilitou a 
determinapao da presenpa de niveis relativamente baixos de substancias psicoativas e/ou metabolitos em amostras de cabelo. Os testes nesta 
matriz comeqaram a ser utilizados no final dos anos 1970, nos EUA, onde seu uso se difimdiu nos anos 1980 e, logo a seguir, foram introduzidos 
naEuropa. 12 

Como consequencia da extensa demanda de mercado, a analise de substancias psicoativas se expandiu rapidamente nos anos 1990 e, 
paralelamente a isso, houve tambem o avanpo tecnologico empregado na detec?ao dessas substancias, tanto ilicitas quanto licitas, e seus 
metabolitos. Nas duas ultimas decadas, houve aumento significativo nos trabalhos sobre a caracterizaqao da exposi?ao as drogas de abuso por 
meio da analise em cabelo, com varios livros e conferencias intemacionais que levaram a criapao da Society of Elair Testing (SoEIT). 3 ' 5 Embora 
os processos analiticos usados na analise de substancias psicoativas em cabelo sejam semelhantes aos usados em urina, os niveis encontrados no 
cabelo sao significativamente mais baixos, da ordem de 10, 100 ou ate mesmo mais de 1.000 vezes menos para analitos especificos (Quadro 8.1). 

Com o aprimoramento e a sofisticapao dos instrumentos empregados nas analises e o consequente ganho em sensibilidade, o uso de matrizes 
alternativas (p. ex., cabelo) passou a ser cada vez mais frequente, nao apenas devido a simplicidade de coleta e amplo periodo de deteeqao, como 
tambem pela resistencia no que se refere a decomposipao e adulterapao da amostra. Excelentes revisoes da metodologia disponivel podem ser 
encontradas em varios trabalhos recentes. 6-8 

A analise de cabelo determina a presenqa de vestigios de substancias psicoativas e fornece uma visao integrada do uso ou abstinencia dessas 
substancias por um periodo de tempo prolongado (semanas ou meses), em relapao a outras matrizes como urina, sangue ou fluido oral (horas ou 
dias). Esse fator passa a ser o principal beneiicio da analise do cabelo, alem de possibilitar identificar as drogas de abuso que foram utilizadas. 

As substancias psicoativas se depositam no cabelo de varias maneiras, principalmente pela corrente sanguinea, por difusao passiva dos 
capilares para as celulas em crescimento na base do foliculo capilar. Tambem pode ocorrer por meio de outros mecanismos, como difusao da 
transpirapao e da oleosidade da pele. 3 ' 73 ’ 10 


Quadro 8.1 Substancias psicoativas e metabolitos comumente analisados e respectivos cut-offs recomendados. 15,24 




Cut-offs recomendados 


Substancias psicoativas e 

Urina 

Fluido oral 

Cabelo 

Grupo 

metabolitos 

(ng/m£) 

(ng/m£) 

(ng/mg) 

Anfetaminas 

Anfetamina 

250 

40 

0,2 


MDMA ( ecstasy) 

250 

40 

0,2 


MDA 

250 

40 

0,2 


Metanfetamina 

250 

40 

0,2 

Benzodiaze-pinicos 

Diazepam 

100 

1,0 

0,05 


Nordiazepam 

100 

1,0 

0,05 


Oxazepam 

100 

1,0 

0,05 




Canabinoides 


A’-tetraidro- - 1,0 0,1 

canabinol (A 9 -THC) 

11-Nor-9-carboxi-A 9 -THC (THC- 15 0,5 0,0002 

COOH) 



Canabidiol 

- 

1,0 

0,1 


Canabinol 

- 

1,0 

0,1 

Cocafna 

Ecgonina metil ester anidro 

- 

2,0 

0,2 


Benzoilecgonina 

100 

2,0 

0,2 


Cocaetileno 

- 

2,0 

0,2 


Cocafna 

- 

2,0 

0,2 

Opioides 

6-acetilmorfina 

10 

10 

0,2 


Codefna 

2.000 

10 

0,2 


Di-hidrocodefna 

- 

5,0 

0,2 


Herofna 

- 

1,0 

0,2 

Morfina 

2.000 

10 

0,2 



Peri'odo de deteqao ou janela de deteqao 

Os resultados obtidos, tanto em urina quanto em fluido oral, refletem o uso feito dias ou horas antes da coleta da amostra, uma vez que 
produzem espectros temporaries de consumo de drogas de abuso por um perlodo relativamente curto apos a utilizaqao. Por outro lado, como o 
cabelo cresce a uma taxa razoavelmente constante de 1 cm por mes, a analise de um segmento medindo 1 cm de comprimento fornece um perfil 
integrado da exposiqao a drogas de abuso ao longo de um perlodo de 1 mes. 5 

A medida que o cabelo cresce e novas doses sao ingeridas (ou nao), o cabelo registra a historia de consumo (ou abstinencia) de drogas de 
abuso. Este atributo e o que faz com que os principals beneflcios da analise do cabelo sejam o de ser capaz de mostrar a tendencia do habito de 
consumo de drogas de abuso no decurso de um longo perlodo de detec?ao e o de identificar aquelas que foram utilizadas dentro de um perlodo ou 
perlodos sucesslveis. 

A estrutura do cabelo faz com que seja dificil afetar a distribuiqao dos compostos no fio, e seu comprimento e o fator limitante para o perlodo 
de deteeqao. De acordo com a razao de crescimento do cabelo, e posslvel identificar aproximadamente a epoca em que a droga de abuso foi 
utilizada. A taxa de crescimento do cabelo varia no intervalo de 0,7 a 1,5 cm e demora cerca de 5 a 6 dias para o que cabelo cresqa e apareqa acima 
do couro cabeludo; 1112 portanto, a estimativa da(s) data(s) de uso e apenas aproximada devido as variaqoes entre indivlduos. Essa e uma 
importante consideraqao na interpretaqao de resultados da analise de substancias psicoativas em amostras de cabelo. Alem disso, e preciso 
ressaltar que a analise do cabelo nao e capaz de detectar o uso recente de uma droga de abuso, uma vez que, como ja mencionado, a substantia 
psicoativa leva 5 a 6 dias para aparecer acima do couro cabeludo e tomar posslvel a deteeqao. 

A Figura 8.1 mostra uma comparaqao entre as varias matrizes comumente utilizadas na analise de substancias psicoativas e seus respectivos 
perlodos de deteeqao. 

A segmentaqao do cabelo em 3 cm de comprimento e a forma mais comumente utilizada, muito embora outros perfis de segmentaqao tambem 
sejam comuns, dependendo da fmalidade da analise 13 (Figura 8.2). 

Impacto da fisiologia de cabelo e pelo na interpretagao dos resultados 

Durante o ciclo de vida, cada fio de cabelo passa por tres fases distintas, denominadas: anagena (fase de crescimento), catagena (fase 
intermediaria) e telogena (fase de queda). 10 ’ 12 O ciclo do cabelo pode durar anos. A fase anagena e de crescimento ativo e dura entre 3 e 7 anos; o 
cabelo e produzido e forma aproximadamente 90% dos foliculos do couro cabeludo humano em condiqoes normals. A fase catagena dura entre 2 e 
4 semanas e representa o momento em que o crescimento dos cabelos esta cessando; em tomo de 1% de cabelo esta na fase catagena. A fase 
telogena dura 3 ou 4 meses e, nesta, o cabelo nao esta mais em crescimento ativo; em geral, a quantidade de cabelo compreende ate 10 a 15% de 
todos os fios de cabelos da cabeqa (Figura 8.3). 
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Figura 8.1 Periodos de detecgao de substancias psicoativas em varias matrizes. 




C abelo 


Os fios de cabelo na fase telogena contem as substancias psicoativas que entraram na raiz do cabelo em um periodo anterior, quando o fio 
estava na fase anagena, e representa o ocorrido nos 3 a 4 meses anteriores. Esse e o tempo que leva para o cabelo perder todos os trapos da 
substancia ao cessar o uso. A consequencia desse efeito e que, apos a suspensao do uso, os teores das substancias psicoativas e/ou metabolites 
encontrados no cabelo diminuem rapidamente, para cerca de 10 a 15% das concentrates encontradas durante o uso ativo; em seguida, os niveis 
caem subsequentemente para zero apos 3 ou 4 meses de abstinencia. Assim, alem do historico de uso, essa matriz fomece as tendencias do uso 
mostradas pelo individuo. 

O exame de cabelo pode ser feito com amostras, nao apenas da cabepa, mas tambem com pelos de qualquer parte do corpo. E comum a analise 
de substancias psicoativas em amostras de pelos da pema, do brapo, da axila, do peito e pubianos. Estudos comparando os resultados encontrados 
nas diferentes matrizes queratinicas confrrmam as diferenpas fisiologicas que afetam os niveis detectados. 14 

Do ponto de vista de analise de substancias psicoativas, os pelos corporais apresentam uma taxa semelhante de crescimento ao do cabelo, 
porem com diferentes proporpoes nas fases anagena e telogena. Estima-se que 40 a 60% dos pelos corporais estao na fase telogena; 1112 essa 
proporpao contrasta com a encontrada no cabelo, que e de 10 a 15%. 

De maneira similar ao cabelo, o pelo corporal na fase telogena, que nao esta mais em crescimento, tambem contem vestigios de substancias 
psicoativas usadas em um periodo anterior. Consequentemente, em analises de pelo, os psicofarmacos e metabolites sao detectaveis por varios 
meses apos a interruppao dos seus usos. No entanto, em comparapao com o cabelo, fica mais dificil determinar o periodo de exposipao a droga de 
abuso quando se usam pelos corporais. Em razao de suas caracteristicas biologicas, o pelo corporal nao e analisado em segmentos para produzir 
um perfil mensal semelhante ao do cabelo. 



Figura 8.2 Segmentapao de uma mecha de cabelo de 3 cm, representando um periodo aproximado de 3 meses. 
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Figura 8.3 Distribuiqao das fases do ciclo de crescimento de cabelo e pelos. 

Se, por um lado, o uso do pelo corporal na detecgao de substancias psicoativas nao e tao vantajoso quanto o cabelo para determinar o perfil de 
uso por meio da segmentagao dos fios, por outro lado, o uso de uma amostra de pelos tem a vantagem de possibilitar a constatagao de abstinencia 
durante um perlodo mais longo que o de uma amostra de cabelo de comprimento semelhante. Portanto, por causa de sua fisiologia, o calculo do 
perlodo de detecqao para amostra de pelo e diferente do cabelo. O perlodo de detecpao do pelo e 2 a 3 vezes maior que o do cabelo. Por exemplo, 
para uma amostra de pelo ser representativa de um perlodo aproximado de 1 ano, seria necessario que os pelos tivessem pelo menos 4 cm de 
comprimento; enquanto o cabelo deveria ser de pelo menos 8 ou 9 cm. 

Etapas da analise de substancias psicoativas em cabelo 

No Quadro 8.2, estao as principals caracteristicas de cada uma das matrizes comumente utilizadas na analise rotineira de substancias 
psicoativas. 3,415 

■ Coleta e cadeia de custodia 

Em comparaqao com o sangue e a urina, o cabelo oferece algumas vantagens importantes. Em contraposiqao a coleta de urina, que deve ser 
sempre testemunhada para garantir que nao ocorram fraudes, a de cabelo e simples e nao constrangedora; alem disso, e feita por tecnica nao 
invasiva, ao contrario da coleta de sangue. 


Quadro 8.2 Principals caracteristicas das matrizes urina, saliva e cabelo na analise de substancias psicoativas. 


Quesitos 

Urina 

Saliva 

Cabelo 

Janela de deteqao 

Ate 4 a 5 dias, dependendo da dose e da 
frequencia do uso 

Ate 24 h, dependendo da dose e da frequencia 

do uso 

Meses, dependendo do comprimento do 

cabelo 

Absten^ao para ter resultado negativo 

Cerca de 2 a 4 dias 

Aproximadamente 24 h 

Minimode 3 meses 

Coleta 

Constrangedora 

Coleta facil e digna 

Coleta facil, digna, e com facilidade de ser 
repetida 

Quantidade de amostra 

Alta 

Baixa 

Abundante 

Riscodefraude 

Alto 

Menor 

Pequeno 

Testes rapidos 

Resultados "positivos" devem ser confirmados 
por laboratories especializados 

Resultados "positivos" devem ser confirmados 
por laboratories especializados 

Nao existentes 

Vantagens 

Alta concentraqio na urina,facilitandoa 
deteqao pelo laboratorio 

Resultado positivo indica que o individuo 
provavelmente esta sob influencia da droga 

Amostra ideal para provarabstinencia por 
longo tempo 









deabuso 


Limitapoes 

Transporte e armazenamento mais oneroso 

0s kits de coleta ainda precisam ser 

Nao e possivel saber o dia exato em que a 



aprimorados 

droga de abuso foi utilizada, apenas o mes 
aproximado 

Extrapolapao dos nfveis encontrados com a 

dose utilizada 

Nao e possivel 

Nao e possivel 

Nao e possivel 


O cabelo oferece risco minimo de adulterapao, se comparado com outras matrizes, uma vez que nao e possivel a incorporapao de substancias no 
cabelo depois de cortado. Outra vantagem do uso de cabelo na triagem de substancias psicoativas e a possibilidade de se repetir um teste, 
coletando uma nova amostra que pode representar um mesmo periodo, desde que o cabelo nao tenha sido cortado. 

A coleta de amostras de cabelo e uma das fases mais crlticas de todo o processo do exame toxicologico. Ela deve ser feita por uma pessoa 
qualificada, treinada e autorizada, nao necessariamente do ramo medico ou da area da saude, mas respeitando os princlpios eticos e legais. 9 Para a 
correta identificapao e integridade da amostra, e necessario que seja apresentada a identidade do doador para garantir que nao ocorra nenhuma 
falsificapao ou adulterapao. Esse processo requer documentapao apropriada e e o primeiro elo da cadeia de custodia. 16 ’ 17 

Cadeia de custodia e o registro de todos os dados e detalhes das etapas do processo, desde a coleta e etapa analltica ate a emissao dos resultados 
e posterior destruipao da amostra. A cadeia de custodia deve registrar todas as informapoes necessarias para permitir que a analise possa ser 
reconstruida em uma data posterior, caso haja eventual necessidade de confirmapao dos resultados ou por determinapao judicial. 

O kit de coleta de amostras costuma ser fomecido pelo laboratorio. O coletor deve garantir o manuseio e o armazenamento seguros da amostra, 
a partir do momenta em que ela e fomecida pelo doador ate que seja transportada para o laboratorio onde serao realizados os testes. Embora nao 
seja necessario ter graduapao formal ou certificapao em um curso de formapao de coletor, uma orientapao dada pelo laboratorio e fundamental para 
a correta coleta da amostra e preenchimento do formulario de cadeia de custodia (FCC), garantindo, assim, a rastreabilidade de todo o processo. 

Cada laboratorio utiliza quantidades diferentes de cabelo em suas analises. Em geral, sao necessarios 50 a 100 fios de cabelo, formando uma 
mecha equivalente a metade da espessura de um lapis (Figura 8.4). 

A coleta do cabelo para analise e feita por meio do corte rente ao couro cabeludo. A mecha deve ser cortada e nunca arrancada. A analise em 
cadaveres pode ser feita com cabelo arrancado que, por sua vez, apresenta a raiz que tambem pode ser analisada separadamente. O corte do cabelo 
rente ao couro cabeludo e critico, visto que afeta a estimativa do periodo de detecpao dos segmentos analisados. 

Apos a coleta, a mecha de cabelo deve ser mantida Integra e embalada de modo que fique claro qual e a extremidade proxima a raiz. Conforme 
pode ser visto na Figura 8.4, a extremidade correspondente a raiz do cabelo esta claramente indicada com uma etiqueta colorida. 

■ Segmentacao do cabelo para avaliagao do perfil de uso 

Em geral, o teste e feito utilizando-se 3 cm da amostra para documentar o tipo de droga de abuso que foi usada no periodo de aproximadamente 
3 meses (Figura 8.5). 

Alem disso, ao analisar multiplos segmentos do cabelo, e possivel obter uma indicapao aproximada da frequencia do uso. Cada segmento 
representa blocos de varias semanas, possibilitando a avaliapao do perfil de exposipao as drogas de abuso, em maiores ou menores quantidades 
durante um periodo prolongado de tempo. Uma das vantagens da utilizapao do cabelo na analise de substancias psicoativas e a possibilidade de 
verificar uma mudanpa da quantidade de droga de abuso ingerida, em relapao a outros periodos do mesmo usuario, bem como a abstinencia total 
do uso, conforme ilustrado na Figura 8.5. Os resultados de segmentos sucessivos podem ser comparados, revelando diminuipao ou aumento ou, 
ainda, a manutenpao da quantidade do padrao de consumo de drogas de abuso. 



Figura 8.4 Tipica mecha de cabelo necessaria para a analise de substancias psicoativas. 

Kintz (2013) 18 refere a contribuipao da segmentapao do cabelo para elucidar caso de estupro, em que as concentrapoes de zolpidem (um 
hipnotico nao diazepinico de baixa meia-vida, responsavel pela amnesia anterograda) foram avaliadas em tres segmentos consecutivos de 2 cm 
cada; portanto, foram analisados 6 cm (aproximadamente 6 meses). De 0 a 2 cm, foram encontradas quantidades < 20 pg/mg; de 2 a 4 cm, > 30 
pg/mg; e de 4 a 6 cm, < 20 pg/mg. Considerando que a coleta da amostra foi feita 2 meses apos o estupro, pode-se comprovar a ofensa com a 
maior concentrapao encontrada no periodo intermediario. E importante salientar que as estimativas das datas sao sempre aproximadas. 

■ Descontamirtacao da amostra de cabelo 

Trata-se de uma etapa fundamental para retirar eventual substancia psicoativa presente por contaminapao ambiental antes da analise. 

A contaminapao externa pode ocorrer em situapoes em que substancias psicoativas sao extemamente depositadas no cabelo, ou pela fumapa 
ambiental ou, o que e mais comum, pelo fiimo dos proprios usuarios. 




A detecgao de metabolitos e, entao, a principal abordagem nos testes de cabelo para confirmar o consumo de drogas de abuso e excluir 
contaminapao externa, pois a presenpa do metabolito confirma o uso da substancia psicoativa. Por exemplo, a presenpa do acido ll-Nor-9-carboxi- 
A 9 - tetraidrocanabinol (THC-COOH) evidencia o uso da Cannabis', enquanto a presenpa de benzoilecgonina em certas proporpSes em relapao a 
cocaina confirma o uso desta substancia. 11,-23 

Os criterios de decisao convencionais recomendados pela Substance Abuse & Mental Health Services Administration (SAMHSA) e pela SoHT 
para diferenciar o uso de cocaina da contaminapao ambiental sao a presenpa de cocaina em concentrapoes acima de 0,5 ng/mg de cabelo, com uma 
proporpao de benzoilecgonina para cocaina superior a 5% ou a detecgao de cocaetileno e/ou de norcocaina acima de 0,05 ng/mg. 5 ’ 20 ’ 22 ’ 24 

Um resultado em que ha detecgao apenas de cocaina ou A l '-tetraidrocanabinol (A 9 -THC), sem os respectivos metabolitos, nao e necessariamente 
prova absoluta de que essas substancias foram usadas; apenas mostra uma associapao destas com o individuo, que poderia ter sido exposto a elas 
no meio ambiente. Isso pode ocorrer porque o cabelo das pessoas que fumam crack, heroina ou Cannabis podem apresentar substancias 
originadas do fumo passivo, tanto do seu proprio uso, quanto de pessoas a sua volta. 

A diferenciapao entre a exposipao sistemica e a contaminapao externa e, portanto, uma etapa importante na analise de substancias psicoativas em 
cabelo. Em geral, uma estrategia de des contaminapao da amostra pode ser executada com solventes organicos ou por lavagens aquosas, mas cada 
laboratorio tern criterios proprios de lavagem, que devem ser validados. 21 ’ 22 ’ 25 O liquido resultante da lavagem deve ser guardado para eventual 
verificapao. 

A incorporapao de substancias psicoativas e metabolitos no cabelo e caracterizada de acordo com suas lipofilicidade e basicidade. Quanto mais 
polar for o composto, menor sera a incorporapao no cabelo. Metabolitos mais polares como THC-COOH ou benzoilecgonina se incorporam ao 
cabelo em quantidades muito menores que o A 9 -THC e a cocaina, respectivamente, tornando a detecgao de metabolitos mais dificil que a das 
substancias precursoras utilizadas. 26 Esse cenario e comum nos casos em que houve o uso de baixas doses, como ocorre no uso esporadico de 
Cannabis. 


Segmcnta^Ao 



Doses regu lares 




Dose de cocaina no periodo: a proporcionalidade do lanianho iiulica a (|uantidade ingerida 
■ Niseis de cocaina detectados no cabelo 

Nivels de be/oileegonina detectados no cabelo 

Figura 8.5 Exemplo ilustrando resultados tipicos de uma analise de amostras de cabelo para cocaina e de seu principal metabolito, 
bezoileegonina, no periodo aproximado dos 3 meses anteriores as coletas das amostras: A. Segmentagao da amostra em 3 segmentos de 1 cm 
cada. B. Resultados indicam uso regular. C. Resultados indicam diminuigao das doses nos 2 meses anteriores a coleta da amostra. D. Resultados 
indicam que nao houve uso de cocaina. 


















Quando baixas doses sao utilizadas, os metabolitos estarao presentes no cabelo em niveis ainda mais baixos e somente as substancias 
precursoras serao evidenciadas na analise. Os metabolitos da Cannabis e da cocalna, por exemplo, sao incorporados ao cabelo em quantidades 
relativamente pequenas, em comparapao com as substancias precursoras (Quadro 8.3), e podem apresentar niveis inferiores aos limites de 
detecpao dos metodos analiticos. 

A interpretapao do resultado fica mais dificil quando os metabolitos nao sao detectados. Nessas circunstancias, um resultado positivo no cabelo 
apenas para a substantia precursora (sem o metabolito) seria uma prova de uso contestavel, visto que poderia ficar a duvida se a origem da 
substantia psicoativa no cabelo teria sido pela utilizapao de baixas doses ou por contaminapao externa. Na verdade, esse problema de interpretapao 
dos resultados e facilmente contomado por meio da analise dos residuos da lavagem do cabelo, obtidos durante o processo de descontaminapao da 
amostra. 21 ' 23 Na maioria dos casos de uso de cocaina, a comparapao dos resultados da amostra com o residuo da lavagem resolve a interpretapao 
dos resultados e praticamente elimina as duvidas sobre essa questao. 23 


Quadro 8.3 Faixa de concentrapio de substancias psicoativas e metabolitos, em amostras de cabelo de usuarios de drogas de abuso encontradas em 99% das amostras de um estudo 

envolvendo 34.000 amostras. 13 

Analito 

Faixa de concentra^ao (ng/mg) 

Anfetamina 

0,2 a 210,7 

MDMA ( ecstasy) 

0,2 a 43 

Cocaina 

0,2 a 159,9 

Benzoilecgonina 

0,1 a 36,1 

Diazepam 

0,02 a 2,65 

Morfina 

0,2 a 41,1 

A’-tetraidrocanabinol (A Q -THC) 

0,003 a 5,09 

11 -Nor-9-carboxi-A 9 -THC (THC-C00H) 

0,001 a 0,052 


MDMA: metilenodioximetanfetamina. 


■ Desintegra^ao da amostra de cabelo e extrapao dos analitos 

Varios procedimentos de extrapao e revisoes das metodologias foram publicados. 3,l3,27 ~ 36 O Quadro 8.4 exemplifica a diversidade de 
procedimentos utilizados na analise de substancias psicoativas em cabelo. 

O prepare das amostras de cabelo para extrapao de substancias psicoativas pode ser feito de varias maneiras, incluindo hidrolise acida, alcalina, 
metanolica ou enzimatica, e extrapao com solventes organicos; existem abordagens altemativas por meio da extrapao de fluido supercritico (SFE, 
supercritical fluid extraction) e headspace- SPME (EIS-SPME, solid-phase microextraction), descritas na revisao feita por Musshoff e Madea 
(2006). 37 

Apos a extrapao inicial, a purificapao do cabelo desintegrado e feita, em geral, com cartuchos de fase solida (SPE, solid phase extraction). 

Mais recentemente, a tecnica de pulverizapao da amostra de cabelo foi introduzida; facilitando, assim, a extrapao dos analitos com ganhos 
significativos na recuperapao, em certos casos. 31,32,34,36 

■ Metodos de triagem por imunoensaio 

Ha laboratories que optam por uma triagem imunoquimica, seja por ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay) ou RIA 
{radioimmunoassay), 113 em que as amostras presuntivamente positivas precisam ser confirmadas com um segundo metodo quimicamente 
diferente, em geral cromatografia acoplada a espectrometria de massas, como CG-EM/EM ou CL-EM/EM. 1, 27,29,31,33,33 Um teste alternative 
imunometrico foi introduzido mais recentemente para descriminar amostras negativas de positivas, com resultados promissores para algumas das 
substancias psicoativas mais comuns; no entanto, as investigapoes ainda estao na fase de avaliapao. 38 

Os testes imunologicos ainda sao utilizados por serem rapidos, de baixo custo e de alta sensibilidade na triagem de substancias psicoativas em 
urina, fluido oral ou cabelo. Esses testes necessitam de algumas caracteristicas, tais como: alta reapao cruzada com os analitos relevantes para 
viabilizar seu uso em triagem, baixa interferencia com a matriz e sensibilidade adequada para detectar as baixas concentrapoes de substancias 
psicoativas encontradas no cabelo. 39 No entanto, testes imunologicos com alta reapao cruzada apresentam a desvantagem de terem baixa 
especificidade, o que implica resultados positivos que somente podem ser considerados “presumidamente positivos”. Portanto, exige-se um 
segundo teste para confirmar o resultado; quando positivo, nunca e relatado apenas com base em teste imunologico. 40 Na pratica, significa que 
resultados de amostras negativas sao rapidamente obtidos, e os “presumidamente positivos” devem sempre ser confirmados por uma tecnica que 
fomepa resultados inequivocos, como e o caso da cromatografia acoplada a espectrometria de massas. 

Tecnicas imunoenzimaticas tambem sao suscetiveis a resultados falso-negativos e estes sao dificeis ou quase impossiveis de identificar. Por 
outre lado, a espectrometria de massas em serie (EM/EM), acoplada a uma tecnica cromatografica (CG ou CL), reune dois atributos 
fundamentais, que sao a sensibilidade e a especificidade, minimizando a possibilidade de falso-negativos e dando seguranpa na detecpao de 
qualquer composto identificado acima do respectivo valor de corte {cut-off). 



■ Metodos de identificagao e quantifica^ao 

O uso de duas tecnicas na analise de substancias psicoativas originou-se historicamente nos anos 1970, em urina; o teste imunologico, como 
um modo de rapida detecqao, seguido da identificaqao e confirmaqao da substancia por meio de tecnicas cromatograficas a gas ou a liquido. Com 
o advento da espectrometria de massas e espectrometria de massas em serie foi possivel acoplar esses sistemas ao CG ou CL, o que possibilitou a 
adiqao dos beneficios da separa^ao cromatografica e da identifica^ao inequivoca dos compostos. 

Inumeros metodos por meio de CG-EM/EM, CL-EM/EM ou CL-TOF/EM (TOE time-of-flight), para a identificaqao e quantifica^ao de um 
grande numero de substancias psicoativas em diversas fmalidades e aplicaqoes, foram publicados na literatura. 8,28,30,36,41-49 Essas tecnicas podem 
ser utilizadas sozinhas, fazendo a triagem e a confirmaqao dos analitos ou como confirma^ao de resultado imunologico. 

■ Valida^ao do metodo analftico 

Os metodos empregados nos testes de triagem e de confirmaqao devem ser validados de acordo com normas intemacionais. E necessario levar 
em consideraqao diretrizes voltadas para a identificaqao e quantifica^ao de substancias psicoativas e metabolitos por espectrometria de 
massas. 16,17 ’ 50 

A validaqao de metodos de triagem deve avaliar a precisao na concentraqao de citt-off. Agius e Kintz (2010) 16 sugerem imprecisao intra e 
interensaio < 30%, sensibilidade (> 80%) calculada a partir de 100 amostras reais de cabelo e o numero de falso-negativos nao deve exceder 2%. 

Para metodos de confirmaqao, os seguintes parametros devem ser avaliados: recuperaqao, seletividade, linearidade, efeito matriz, efeito 
residual, precisao, exatidao e estabilidade. 

■ Armazenamento e estabilidade da amostra 

A amostra de cabelo e de facil conservaqao, dispensando a necessidade de refrigera^ao, como e o caso das demais matrizes; o cabelo nao sofre 
degradaqao em funqao do tempo e das condiqoes ambientais. A logistica de envio das amostras de cabelo ao laboratorio e muito mais simples e 
menos onerosa que os demais materiais biologicos. 

As amostras de cabelo podem ser armazenadas de maneira segura, no escuro e a temperatura ambiente por um periodo de 5 anos, ou pelo tempo 
acordado com o cliente. 

■ Qualidade analitica 

O resultado oficial de qualquer tipo de analise, seja de carater forense ou nao, deve ser inequivoco; no entanto, quando este resultado for 
provocar um impacto na reputaqao, na liberdade, no emprego, enfim, na vida de um cidadao, a qualidade dos dados produzidos assume maior 
relevancia. Por essa razao, e fundamental que os laboratories que fazem analise de substancias psicoativas sigam estritamente as diretrizes 
intemacionais gerais e especificas para cada caso em particular. 

Em 2010, foram publicadas diretrizes quanto a coleta, cadeia de custodia, triagem e confirma<;ao de substancias psicoativas em cabelo. 16 

A primeira delas e que o laboratorio seja acreditado na norma ISO/IEC 17025 ou similar, especifica requisitos gerais que comprovam a 
competencia do laboratorio para executar as analises de seu escopo. Controles de qualidade analitica (CQ) de niveis baixo e alto devem ser 
analisados pelo menos no inicio e no final de cada lote de amostras. A concentraqao do controle de nivel baixo (CQ baix0 ) deve ser em tomo da 
concentraqao de cut-ojf e um lote de amostras deve incluir pelo menos 5% de controles. 


Quadro 8.4 Exemplos da diversidade de procedimentos analiticos para extra$ao, purificagao e deteqao de substancias psicoativas em amostras de cabelo. 



Quantidade 








Referenda 

Analitos 

de cabelo 

Descontamina^ao 

Extracao 

Purifica^ao 

Padrao interno 

Detec^ao 

Derivatiza^ao 

Cut-off (ng/mg) 

Baumgartner et 

Opiaceos, cocaina, 

30 mg 

1 mf sol. SLV-VMA- 

0,4 mf reagente 

(a) filtrar com 


VMA-T 


C0C: 0,5; opiaceos: 

n/,,2012 39 

metadona, 


T 

VMA-T/1 h - 

PTFE; (b) SPE, 


(imunoqulmico); 


0,2; anfetaminas: 


anfetaminas, 



100°C 

elui?aocom4 


confirmaqio por 


0,2; MDMA e 


MDMA 




m£ metanol, 


CL-EM 


afins: 0,2; 






filtrar com 




metadona: 0,5; 






PTFE; (c) SPE 




THC: 0,1 




15 m£agua/2 min 

5 m£ Me0H/16 


Todos os 

CL-EM/EM-ESI; 






>> 10 mf 

h>>3m£ 


compostos 

coluna: Synergi 






acetona/2min>> 

(MeOH+0,05 


deuterados a 1 

Polar-RP®; 






10 m£ hexano/2 

mf HCI33%) 


ng/pf de cada 

gradiente, (a) 






min >> secar >> 

>> Secar e 



formiato de 






pulverizar 

retomarcom 



amoniol mM 







0,05 m£ MeOH e 



pH ajustado com 







0,5 mf soluqio 



acidoformico e 







aquosa formiato 



(b) acetonitrila 







deamonio0,2 



+ formiato de 







mM 



amonio + acido 

formico 1 

mMMRM com 2 

transires por 
analito e padrao 

interno 





THC 



1 m£ KOH/16 h 


THC-d3 

GC-EM; coluna 

Metila?ao 





> Neutralizar 



ZB5-MS®;SIM 






com HCI > SPE 









(CIS) 





Dominguez- 

Opiaceos, cocafnae 

20 mg 

Lavagem com 

Compara^ao 



LC-TOF-EM; 


Romeroefa/., 

metabolites, 


xampueagua 

entre (a) 



coluna XDB 


2011 43 

canabinoides, 


desionizada» 

sonica$aocom4 



C18®; fase 



anfetaminas etc. 


acetona»secar 

md metanol/8 h 



movel: (a) acido 





>> pulverizar 

a 50°C;(b) 



formico 0,1% e 






extra^ao acida: 2 



(b) acetonitrila; 






md HCI 0,1 



volume de 






N/50°C/18h, 

>> diluir com 

aguae 

neutralizar com 

NaOH; (c) 
digestao 

alcalina: 2 m£ 

NaOH 0,5 

N/100°C/30 min 

>> diluir com 

aguae 

neutralizar com 

NaOH 



inje^ao: 20 pd 


Favrettoefa/., 

Anfetaminas, 

lOmg 

lOmlsodio dodecil 

4 extra$oes 

Filtra^aoem 

Deuterados 

CL-HRMS 


2011 34 

benzodiazepfnicos, 


sulfato 10%/3 min 

testadas:(a) 

membrana 


(orbitrap) ESI+, 



antidepressivos, 


>>2x10ml 

acetato de 



coluna Atlantis 



alucinogenos e 


agua/3 min >> 10 

amonio5 mM 



T3; gradiente, (a) 



metabolitos 


mlacetona/3 min 

pH5 e 



acetato de 





>> secara 60°C/30 

acetonitrila com 



amonio5 mM 





min » 

0,1% acido 



pH 5 e (b) 





pulveriza^ao do 

formico >> 



acetonitrila com 





cabelo 

sonicar/1 he 



0,1% acido 






incubar 37°C/18 

h; (b) metanol e 

TFA (70:30) e (c) 

metanol e TFA 

(90:10)» 

sonicar 1 he 

incubara 

45°C/18h;(d) 

agua- 

acetonitrila-TFA 

1M (80:10:10) 

>> agitar 10 



formico 






min 






Cocaina, opiaceos e 

50 mg 


3 md metanol- 



CG-MS/IE SIM; 

MSTFAcom 1% 


metadona 



TFA (90:10)» 



coluna capilar 

TMCS/75°C/20 





sonicar/45°C/1 h 



HP-Ultra 1100% 

min 





>> retomar 

com 3 md 

tampaofosfato 

0,1 M (pH7)» 

SPE 



metilsilicone 


Gambelungheef 

Anfetamina, 

50 mg 

2 x 

Sonicar com 1 


Nalorfina, 

CG-EM/EM; 

Opiaceos, 

a/., 2005 28 

metanfetamina, 


didorometano/5 

md metanol+ 


benzoilecgonina- 

coluna capilar 

Cannabis e 


MDA, MDMA, 


min/T amb. 

padrao 


d3,anfetamina- 

CP-SIL 8 CB-MS®; 

benzoilecgonina: 


MBDB, cocaina, 



interno/56°C/2 h 


d6, testosterona 

volume de 

MSTFA-NH 4 I-DTE 


benzoilecgonina, 



>> 


d3 

inje^ao: 1 pd 

(100:2:4)/70°C/30 


heroina, morfina, 



incubar/56°C/16 




min; anfetaminas: 


6-MAM, codeina, 

CBN, CBD, 

anabolizantes 



h 




PFPA 80°C/40 min 


Kintz, 1996 2 


Lachenmeieref 
al., 2006 27 


Lendoiroefa/., 
2012 47 


THC e THC-COOH 

50 mg 

2 x 

Incubar com 0,5 

SPE 

lOng/mETHC- 

CG-EM/EM; 

MSTFA-NH4I-DTE 



didorometano/5 

m£metanol + 


COOH d3 

coluna capilar 

(100:2:4)/70°C/30 



min/T amb. 

padrao interno e 



CP-SIL 8CB-MS®; 

min 




0,5 mE KOH 



volume de 





10N/80°C/20 

min >> esfriare 

acidificar com 

acido acetico e 

acido fosforico 

50mMapH4a 

5 



inje^ao:1 pE 


Cocai'na, 

100 mg 


Sonicarcabelo + 


6-MAM-d3, COC- 

CG-EM; coluna 

PFPA 

benzoilecgonina, 



padrao interno 


dS, AMP-d5, 

capilar HP 5-MS® 


ecgonina metil 



em3mE 


THC-d3, MET-d3 



ester, morfina, 6- 

MAM, heroina, 

THC,THC-COOH, 

anfetaminas 



metanol/5 h 





Heroina, 6-MAM, 

50 mg 

5mEagua/5min 

Sonicarcabelo 

SPE 

Heroina-d9,6- 

Triagem por 

MSTFA com 

morfina, codefna, 


>>5mEeterde 

com4mE 


MAM-d3, 

ELISA; 

piridina e iso- 

cocai'na. 


petroleo/5 min >> 

metanol/50°C/5 


morfina-d3, 

confirma^ao: CG- 

octano 

benzoilecgonina, 


5 mE 

h 


codeina-d3, 

EM coluna 


cocaetileno, 


didorometano/5 



cocaina-d3, 

capilar HP-5 MS® 


acetilcodefna 


min 



benzoilecgonina- 
d3, cocaetileno- 

d8, 

acetilcodeina-d3 



THC, cocaina, 

50 mg 

3x2mE 

4 mE hexano- 

SPE 

Deuterados 

CL-EM/EM, 


opiaceos, 


didorometano/2 

acetato de etila 



MRM; coluna 


anfetaminas, 


min»secar» 

(55:45) em pH 9 



AtlantisT3® 



benzodiazepmicos 

eantidepressivos 


ELISA-0,1 ng 
cocaina-eq/mge 
0,05 ng morfina- 
eq/mg 


adicionar padrao 
interno >> incubar 
com 2 

mEacetonitrila a 


50°C/12 h 


Miyaguchiefa/,, 

2009 s1 

Metanfetamina 

1 mg (ELISA) 
e 2 mg (CL¬ 
EM/EM) 

Dodecil sulfato de 

sodio 0,1% >> 3 x 
(agua >> 

metanol/3 min) >> 
secar >> pulverizar 

ELISA: 100 pE 
PBS10mM;LC- 
MS/MS: 100 pE 

acido 

trifluoracetico 

0,1 Mem agua- 
acetonitrila (9:1) 

Filtrarem Metanfetamina- 

fluoretode d5 

polivinilideno 

Triagem 

microELISAe 

confirma^aoCL- 
EM/EM-ESI; 
coluna Capcell 

Par C18 MGII 

S3®; gradiente, 

(a) acetato de 

amoniolOmMe 

(b) acetonitrila 

Montesano et 

Opiaceos, 

lOmg 

Isopropanol e agua 

200pEdemeio 

Filtrarem Deuterados 

UPCL-EM/EM, 

al., 2014 s6 

anfetaminas, 


>> secar >> 

de extra^ao e 

PTFE 

ESI+eESI- 


alucinogenos, 


pulverizar 

solu^aode 


MRM; coluna 


benzodiazepmicos 



padrao interno 


UPLCHSS C18®; 


anti-histaminicos, 



>> incubar a 


gradiente, (a) 


antidepressivos, 



37°C/18h 


formiatode 


antipsicoticos, 





amonio5 mM 


barbituricos, 





pH 3 e (b) acido 


sedativos e 





formico0,1%em 


relaxantes 





acetonitrila 


musculares 






Moriniefa/., 

Benzodiazepmicos 

20 mg 

Didorometanoe 

Procedimento 1: 

Halazepam 

CL-EM/EM, ESI, 

2012 44 



metanol>> secar 

amostra + 


MRM; coluna 




>> pulverizar 

padrao interno 


Hypersil Gold®; 





-i-tampao 


gradiente, (a) 





fosfato pH 8,4 


acido form ico 





>> sonicar/1 h 


0,1% e (b) 




>>4ml 

didorometano- 

eter dietilico 

(90:10); 

Procedimento 2: 

substituiro 

tampao por 

metanol e 

injetar 

diretamente no 
equipamento 



acetonitrila 



Pragstefa/., 

Substancias 

20 mg 

Agua>>2x 

lncubar2xcom 


Deuterados 

CL-QTOF-EM, 



2013 63 

basicas. 


acetona 

0,5 ml metanol- 



coluna Zorbax 




benzodiazepinicos 



acetonitrila- 



Eclipse plus 




ecanabinoides 



formiatode 



C18®; gradiente. 







amonio 2 mMe 



(a) acetato de 







solu^ao de 



amonio 10 mMe 







padrao 

interno/37°C/18 

h 



(b) metanol 



Rothefo/., 

Canabinoides (THC, 

50 mg 

4m£agua/4min 

Incubaramostra 


Deuterados 

CL-EM/EM, ESI“ 



2013 ,s 

THC-COOH, CBN, 


>>4m£acetona/4 

com 2 ml 



para THC-COOH e 




CBD) 


min»4m£eter 

metanol + 



ESI + para THC, 






de petroleo/4 min 

padrao interno 



CBN e CBD; 






>> secar >> 

+ solu$aode 



coluna Luna 






pulverizar 

extragao/4 h 



C18®; gradiente, 

(a) acido formico 

0,1%, (b) 

acetonitrila + 

acido formico 

0,1% 



Rust eta/., 

Benzodiazepinicos 

30 mg 

Agua>> acetona 

Adicionar 


Deuterados 

CL-EM/EM, ESI, 



2012 49 



>> hexano>> 

padrao interno 



MRM; coluna 






secar» pulverizar 

>> agitar >> 



Phenomenex 







1,5 ml de 



Kinetex®; 







metanol/90 min 



gradiente, (a) 







>> 1 mlfase 



tampao formiato 







movel (a) e 



de amonio 5 mM 







metanol (1:1) 



p H3,5 e (b) 







>> agitar/90 



metanol 







min 






Tsanadis e 

Opiaceos, cocaina. 


2 m£ metanol/1 

Sonicarcom 

SPE 


ELISAeGC- 

BSTFA com 1% 

Grupos: 

Wicks, 2007 13 

anfetaminas, THC, 


min 

metanol/6 h >> 



EM/EM El ou Cl; 

TMCS para todos 

anfetaminas 0,3; 


benzodiazepinicos, 



incubarcom 



coluna capilar 

os grupos, exceto 

benzodiazepinicos 


metadona e seus 



NaOH » 



Factor Four® 

anfetaminas: TFA 

0,08; cocaina 0,2 


metabolitos 



extraircom 





(exceto COC 0,5); 





doroformio- 





canabinoides 0,01 





isopropanol 





(exceto THC e 





(9:1) 





THC-COOH 0,001); 
EDDP 0,08; 

metadona 0,2 
ng/mg 


MDMA: 3,4-metilenodioximetanfetamina; SLV-VMA-T: solugao de lavagem para tecidos queratinosos; CL-EM/EM-ESI: cromatografia liquida - espectrometria de massas em 
serie por electrospray ionization’, CL-TOF-EM: cromatografia liquida -time-of-flight- espectrometria de massas; PTFE: politetrafluoretileno; CL-HRMS: cromatografia liquida - 
espectrometria de massas de high performance’, CG-EM/IE SIM: cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas por impacto de eletrons no modo selected-ion 
monitoring; TFA: acido trifluoroacetico; MSTFA-NH 4 I-DTE: N-Metil-N-trifluorotrimetilsilil acetamida (. MSTFA ); iodeto de amonio (NH4T); ditioeritritol (DTE)’, 6-MAM: 6- 
monoacetilmorfina; AMP: anfetamina; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay’, MRM: multiple reaction monitoring’, PBS: tampao fosfato-salino; UPCL: cromatografia 
liquida de ultra-performance; CL-QTOF-EM: espectrometria de massas quadrupole time-of-flight’, MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina; MBDB-N-metil-l-(3,4- 
metilenodioxifenil)-2-butanamina; CBN: canabinol; CBD: canabidiol; Cl: ionizagao quimica; BSTFA: N,0-bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida; EDDP: 2-Ylidene-l,5-dimetil-3,3- 
difenilpirrolidina; THC: A 9 -tetraido canabinol; THC-COOH: ll-Nor-9-carboxi-A 9 -THC. 


Esse controle analitico faz parte da Gestao da Qualidade Laboratorial. Um dos pontos importantes na acreditagao de um laboratorio e sua 
participagao em ensaios de proficiencia, situagao em que um orgao acreditador ou um provedor destes ensaios envia amostras desconhecidas para 
o laboratorio (amostras de proficiencia). O resultado do laboratorio sera avaliado pelo provedor e comparado com os demais participantes, sempre 



de maneira anonima. E imprescindivel a frequencia desses ensaios duas vezes por ano. O ensaio de proficiencia e um excelente indicador da 
qualidade analitica do laboratorio. 

A Gestao da Qualidade do Laboratorio e feita por uma serie de documentos que, juntos, orientam e tomam possivel controlar e avaliar o 
processo como um todo. Esses documentos incluem o Manual de Qualidade, Sistema Laboratorial da Gestao da Informaqao (LIMS, laboratory 
information management system ), Procedimentos Operacionais Padrao (POP), instruqoes de trabalho, formularios controlados, etiquetas, registros 
de laboratorio {logbooks), controle de equipamentos, manuals, impressos de instrumentos, planilhas e bancos de dados validados; alem disso, 
incluem todos os aspectos da “cadeia de custodia” 

Auditorias da qualidade externa e interna e analise da gestao do sistema de qualidade da empresa devem ser realizadas em intervalos regulares e 
defmidos, a fim de assegurar que as politicas do laboratorio e os procedimentos estabelecidos no Manual da Qualidade da empresa estejam sendo 
cumpridos. 

A acreditaqao e o reconhecimento formal emitido por um orgao independente, especializado em normas tecnicas daquele setor, atestando que o 
laboratorio atende a requisitos previamente defmidos e demonstra ser competente para realizar suas atividades com seguranqa. 

A maioria dos laboratories analiticos do mundo opta pela acreditaqao na norma intemacional ISO/IEC 17025, que reune todos os requisitos que 
os laboratories de ensaio devem atender caso tenham interesse em demonstrar que dispoem de um sistema de gestao implantado, que sao 
tecnicamente competentes e capazes de produzir resultados tecnicamente validos. A seqao 4 da norma especifica os requisitos para um 
gerenciamento solido, e a seqao 5 especifica os requisitos de competencia tecnica para os ensaios do escopo do laboratorio. 

Cada pais tern seu orgao de acreditaqao, mas todos eles avaliam a competencia do laboratorio usando a mesma norma basica - a ISO/IEC 
17025. Assim, no Reino Unido, e o UKAS (United Kingdom Accreditation Systems); nos EUA, ANAB (ANSI-ASQ National Accreditation 
Board); na Alemanha, TGA (Tragergemeinschaft fur akkreditierung - German Association for GmbH); na Franqa, COFRAC (Comite Franqais 
d’Accreditation); em Portugal, IPAC (Instituto Portugues de Acredita^ao); no Chile, INN (Instituto Nacional de Normalizacion), e assim por 
diante. 

No Brasil, a Coordena^ao Geral de Acreditaqao do Inmetro (Cgcre) e o organismo de acreditaqao de laboratorio reconhecido pelo governo 
brasileiro. 

Nos EUA, o CAP (Colegio Americano de Patologia) acredita laboratories por meio de norma semelhante a ISO/IEC 17025, que e a norma 
padrao para analise forense. 

Os resultados das analises devem ser emitidos como certificados de analise e precisam atender aos requisitos da ISO/IEC 17025. Deve ser 
especificada a concentra^ao da substancia psicoativa quando presente em concentraqao superior ao valor de cut-off. 

Todos os registros produzidos a partir do trabalho feito no laboratorio devem ser retidos, com detalhes suficientes para reconstituir o trabalho 
analitico, no caso de inspeqdes ou auditorias. 

Alguns erros comuns podem ocorrer nas diversas etapas do processo analitico. O Quadro 8.5 detalha esses possiveis eventos. 

Analitos comumente analisados e m'veis encontrados 

O Quadro 8.1 mostra as substancias psicoativas mais comumente analisadas e seus respectivos cut-offs recomendados pelo SAMHSA e pela 
SoHT, para os testes confirmatorios na urina, saliva e no cabelo. 3,24 

A analise de substancias psicoativas em cabelo e uma importante ferramenta de diagnostico do consumo cronico de alcool, que e uma 
substancia usada mais amplamente por sua aceitaqao social e, muitas vezes, em doses elevadas. Nao e possivel detectar diretamente o alcool em 
amostras de cabelo devido a sua volatilidade; no entanto, biomarcadores de ingestao de alcool, tais como o etil glicuronidio (EtG, ethyl 
glucuronide ) e/ou etil esteres de acidos graxos (FAEE , fatty acids ethyl esters), sao agora comumente utilizados no diagnostico de uso cronico de 
alcool. 


Quadro 8.5 Possiveis erros na analise de cabelo. 37 

Etapa 

Erros comuns 

levantamento dos dados do caso 

Informaqio insuficiente sobre o caso e a razao da analise 


Situaqio em que o cabelo nao e a matriz apropriada 


Escolha inadequada dotipo de segmentaqio 

Amostra e 

Armazenamento 

Identificaqio inapropriada do individuo 

Amostra insuficiente 

Cadeia de custodia incompleta, sem o necessario detalhamento 

Contaminaqio e degradaqio 

Descontaminaqio 

Escolha inadequada dosolvente 


Processo inadequado 


Ausencia de residuo de lavagem 



Extra^ao 

Escolha de solvente inapropriado 


Temperatura, pH e tempo inadequados 


Decomposiqio de substancias psicoativas e metabolitos 


Impureza elevada 

Analise 

Inespecifica 


Baixa sensibilidade 


Baixa recupera$ao 

Interpreta^ao 

Interpretaqio inadequada dos niveis 

lnterpreta$ao inadequada do periodo de deteqao 

Propriedades da amostra nao consideradas 

Nao consideraqio de algum tratamento quimico feito no cabelo no periodo analisado 


Testes em cabelo com esses marcadores ja estao sendo usados no ambiente empresarial em seleqao pre-admissional ou de controle de atividades 
de risco. 16,51-54 Embora os FAEE tambem se apliquem para evidenciar o consumo de etanol, o EtG e o biomarcador mais amplamente utilizado e 
avaliado. Uma revisao extensa dos metodos empregados para mostrar o consumo de etanol, por meio de amostras de cabelo, foi publicada por 
Crunelle et al. (2014).'' 5 

O consumo de herolna e diferenciado do uso de codelna ou morfina por meio da presenqa de 6-acetilmorfma na amostra de cabelo. Para se 
declarar um resultado positivo para cocalna, e necessario que a amostra de cabelo tambem tenha a presenqa de pelo menos um de seus 
metabolitos, benzoilecgonina, cocaetileno ou norcocalna, em certas proporpoes em relaqao a cocalna. 21 "’ Da mesma maneira, para confirmar o uso 
de Cannabis por meio da analise do cabelo, e necessaria a presen^a do metabolite TEIC-COOEI. No caso dos anfetamlnicos, o laboratorio deve 
estar atento para a possibilidade de ingestao legal desses farmacos. 

Valores de corte 

O termo valor de corte (ou cut-ojf) significa o valor limite estabelecido para cada substancia, abaixo do qual considera-se o resultado “negativo” 
ou “nao detectado”, e acima do qual considera-se “positivo” ou “detectado”. Nem sempre os valores de cut-off sao nos limites de detecqao dos 
metodos analiticos. 

No caso da urina e da saliva (fluido oral), os niveis de cut-offs sao usados com a finalidade de: (1) minimizar a detecqao de substancias 
psicoativas ingeridas involuntariamente (de maneira passiva), como e o caso daquelas que sao fumadas, e (2) eliminar a detecqao de substancias 
psicoativas utilizadas em periodos anteriores ao de interesse (p. ex., eliminar a detecqao de drogas de abuso usadas no fim de semana, fora do 
ambiente de trabalho). Essa e uma abordagem muito pratica no ambiente de trabalho, em que e importante saber se um individuo esta sob a 
influencia de drogas de abuso ou nao, para minimizar assim risco de acidentes a si proprio, aos colegas e ao publico em geral. Nesses casos, ha 
sempre a necessidade de um medico especializado na avalia^ao desses resultados (MRO, medical review’ officer ) para que haja a interpreta^ao do 
resultado do ponto de vista clinico. 

Na pratica, isso significa que, quando o resultado mostra valores abaixo do cut-off a amostra e declarada “negativa” mesmo que esteja 
confirmada a presenqa da substancia psicoativa no material biologico. Na analise de substancias psicoativas no cabelo, o principal objetivo dos 
niveis de cut-offs e o minimizar a detecqao de drogas de abuso usadas em periodos anteriores ao de interesse. Um exemplo tipico: em alguns 
paises da Europa, a analise de substancias psicoativas no cabelo e frequentemente utilizada pelos departamentos govemamentais de transito, em 
situates em que a carteira de motorista tenha sido cancelada devido ao uso de drogas de abuso, ou de um previo incidente ou acidente. Nesses 
casos, a analise de cabelo e utilizada para que o individuo possa demonstrar que nao usou drogas de abuso por 6 meses e ter, portanto, a sua 
carteira de habilitaqao restituida. Portanto, os valores de cut-offs para a analise do cabelo sao estabelecidos na validaqao de determinado metodo, e 
estao proximos aos limites de quantifica^ao do metodo analitico. 

Fatores que afetam os teores de substancias psicoativas no cabelo 

■ Dose 

Ha varios fatores que afetam os teores de substancias psicoativas e metabolitos em cabelo. A incorporaqao de substancias psicoativas no cabelo 
varia de pessoa para pessoa, devido principalmente as diferenqas fisiologicas entre individuos e de analito para analito, de acordo com a sua 
polaridade. Um levantamento de mais de 34.000 amostras de cabelo positivas para o grupo da cocaina evidenciou que 99% dos resultados 
apresentavam concentrates de cocaina e de seu principal metabolito, a benzoilecgonina, na faixa de 0,2 a 159,9, e de 0,1 a 36,1 ng/mg de cabelo, 
respectivamente. 13 No mesmo estudo, 99% dos resultados de concentraqao do metabolito do A’-THC e do TEIC-COOEI), estavam na faixa de 
0,001 a 0,052 ng/mg de cabelo. A notavel diferenqa de teores entre cocaina e THC-COOEI no cabelo se deve a taxa de incorporate) dessas 
substancias no cabelo, sendo que a cocaina tern uma capacidade 3.600 vezes maior de incorporate) que o TEIC-COOEI. 26 Outros exemplos 
mostrando as faixas de concentrates encontradas nesse estudo estao no Quadro 8.3. 

Varios estudos cientificos demonstraram uma enorme variapao interindividual, e confirmaram a inexistencia de uma correlate) entre dose 




administrada e os niveis no cabelo, tanto para medicamentos terapeuticos como substancias ilicitas. 5,56-62 Esses estudos mostram que nao e 
possivel identificar, a partir dos resultados de uma analise, o quanto um individuo usou e por quantas vezes. Alem disso, nao e possivel comparar 
com precisao os dados de analises de cabelo entre individuos. Embora nao seja possivel correlacionar os niveis de substancias psicoativas no 
cabelo com a quantidade de substantia utilizada, e possivel extrapolar os resultados em comparagao com os dados de uma populagao de resultados 
positivos analisados no mesmo laboratorio. 13,61,63 

A analise de substancias psicoativas em cabelo e adequada para mostrar se as pessoas usaram drogas de abuso, ou nao, durante um longo 
periodo de tempo. Tambem serve como um guia para estabelecer as mudangas no uso ao longo do tempo em um mesmo individuo; ou seja, por 
meio da analise sucessiva de segmentos de cabelo, e possivel deduzir que um mesmo individuo tenha usado maiores ou menores doses ao longo 
de varios meses. Contudo, nao e adequado comparar os dados de analise do cabelo entre individuos diferentes, nem extrapolar a dose usada. 1 ’ 1 O 
mesmo efeito e observado com as concentrates de substancias psicoativas e metabolitos na urina; ou seja, e inviavel estabelecer a dose usada 
extrapolando os valores encontrados na amostra de urina. 

Conclui-se, portanto, que nao e viavel saber, a partir dos resultados de uma analise, a quantidade e a frequencia de droga de abuso ingerida por 
um individuo ou, ainda, classifica-lo quanto ao grau de consumo desta droga. Considera-se um equivoco classificar categoricamente um usuario 
em grave, moderado ou /eve, pois nao e possivel correlacionar a concentragao encontrada com a dose utilizada e tampouco avaliar o nivel de 
consumo. 

■ Uso de cosmeticos 

Tratamentos capilares como tinturas, descolorantes e permanentes causam danos a estrutura fisica do cabelo e sao capazes de mudar a 
concentragao da substantia psicoativa incorporada. Este fato pode comprometer a detecqao do consumo eventual da droga de abuso; ou seja, uma 
unica dose dentro do periodo analisado pode nao ser detectada em decorrencia da utilizagao desses produtos. Contudo, nos casos em que as 
pessoas usam drogas de abuso regularmente, apesar da utilizagao de cosmeticos, a detecgao das mesmas no cabelo e possivel, ainda que a 
concentraqao da substantia psicoativa esteja reduzida. Estudos mostram que variaqoes individuals e tratamentos quimicos que danifiquem os fios 
de cabelo podem causar perda de ate metade da concentragao do compos to que poderia originalmente estar presente. 13 

■ Cor do cabelo 

Cabelos escuros incorporam relativamente mais substancias psicoativas e metabolitos em comparagao com os cabelos claros, principalmente 
devido a ligagao dessas substancias a melanina do cabelo. 64,65 Consequentemente, as pessoas de cabelos escuros apresentam probabilidade 
ligeiramente maior de ter um resultado positivo em relagao as pessoas de cabelos louros, utilizando a mesma dose. No entanto, a pesquisa 
cientifica ainda nao elucidou se a diferenqa de cor de cabelo tern significado real na incorporagao de substancias psicoativas e sua detecqao no 
cabelo. 61 Estudos compreendendo um total de mais de 60.000 amostras nao mostraram relaqao significativa entre as categorias de cor do cabelo e 
positividade do teste. 

Principals aplica^oes da analise de substancias psicoativas em cabelo 

As analises de substancias psicoativas em cabelo fomecem dados que auxiliam na tomada de decisoes importantes e se aplicam a uma ampla 
variedade de organizaqoes, empresas e profissionais. 

A metodologia de detecgao dessas substancias no cabelo e altamente sensivel e, aliada ao longo periodo de detecgao do cabelo, implica maior 
indice de resultados positivos em comparapao com o exame de urina. Ou seja, para que uma coleta de 3 cm de cabelo seja negativa, o individuo 
teria que se abster do uso de drogas de abuso por pelo menos 3 meses; enquanto basta a abstenqao do uso por 2 a 5 dias para que a analise em 
urina se tome negativa para grande parte das drogas de abuso. 

Antes de fazer a escolha da matriz a ser utilizada, e importante considerar os beneficios e as limitaqoes de cada uma delas em funqao da 
finalidade especifica da metodologia. Analise de cabelo somente pode detectar o uso de drogas de abuso a partir de 6 dias antes da coleta. Isso 
significa que, se as pessoas usaram essas drogas apenas nos ultimos 6 dias, o teste do cabelo pode nao detectar este evento. 

No Quadro 8.6, estao demonstrados exemplos do uso das diferentes matrizes, evidenciando as situaqoes em que cada uma delas e mais 
apropriada. 

E importante salientar que, em um teste de substancias psicoativas utilizando uma das matrizes citadas, e possivel mostrar se um individuo 
usou ou nao drogas de abuso dentro de um determinado periodo caracteristico dessa matriz. Se o teste for positivo na urina, geralmente significa 
uso feito dentro das 24 a 48 h antes da coleta; com essa matriz, nao e possivel saber se esse individuo usa drogas de abuso regularmente ou se 
usou essa unica vez. Por outro lado, o teste em amostra de cabelo fomece um periodo de detecgao (janela de detecgao) mais longo. Se um 
segmento de aproximadamente 3 cm for positivo, indica o uso da droga de abuso pelo menos uma vez dentro de 3 meses. Segmentos sucessivos 
de 1 mes podem oferecer informaqao mais detalhada de uso; no entanto, essa matriz nao detecta o uso nos 5 a 6 dias que antecederam a coleta. 
Portanto, exames destas ou quaisquer outras matrizes nao sao, isoladamente, indicadores de dependencia quimica. 


Quadro 8.6 Escolha da matriz biologica para finalidades espedficas. 

Finalidade 

Urina, fluido oral 

Cabelo 

Pre-admissional 

Menos apropriado 

Mais apropriado 

Randomizaqio na empresa 

Mais apropriado 

Util em conjunto com resultado positivo na urina 

Medicinaforense 

Depende de cada caso especifico 



Depende de cada caso especifico Mais apropriado 


Prote$ao a crian$a e custodia 



Clmicas de reabilitagao de dependentes quimicos 


Menos apropriado Maisapropriado 

Sao muitas as situapoes de aplicapao das analises de substancias psicoativas em cabelo, e as areas mais difundidas estao destacadas a seguir. 

■ Clmicas de reabilita^ao de dependencia qufmica 

A analise de substancias psicoativas em cabelo tem sido utilizada ha muitos anos no processo de tratamento e reabilita^ao de usuarios e no 
monitoramento da abstinencia do consumo de drogas de abuso. 66 E possivel verificar recaidas momentaneas ou continuadas durante o tratamento, 
mostrando o uso e o aumento ou a diminuiqao de doses utilizadas pelo mesmo individuo durante longos periodos de tempo. 

■ Area juridica 

O exame de substancias psicoativas em cabelo e uma importante ferramenta juridica, aceita ha muitos anos nos EUA e em varios paises 
europeus, em que o juiz, a promotoria ou a defesa requerem esse tipo de analise regularmente em casos de interesse legal. Em geral, sao casos em 
que ha a necessidade de se saber se uma pessoa e usuaria ou nao de drogas de abuso em situates associadas a protepao de menores ou em 
disputas de custodia. 13,62,67 

Os testes de substancias psicoativas feitos em pais com o objetivo de custodia de filhos sao sempre um processo complexo; no entanto, isso e 
fundamental para diferenciar um usuario casual de um usuario constante, beneficiando o future da familia. A analise do cabelo pode ajudar na 
avalia^ao do perfil de uso ou abstinencia, abrangendo um longo periodo de tempo. 

Existem outras situates no ambito judicial que envolvem aspectos forenses ou medico-legais, em que a analise de substancias psicoativas no 
cabelo e um valioso suporte juridico. Muitas vezes, porem, existe a necessidade de se determinar se as drogas de abuso foram utilizadas em um 
dado dia do mes. Nesse caso, nao e possivel estabelecer o dia em que as substancias psicoativas detectadas pela analise do cabelo foram usadas. 
Tambem nao e possivel tentar correlacionar categoricamente um determinado evento com a presenqa de substancias psicoativas no cabelo; por 
exemplo, em uma situapao de acidente em uma empresa. Nesse caso, a evidencia e apenas circunstancial. 

■ Empresas 

Cada vez mais as empresas fazem uso das analises de substancias psicoativas em cabelo em situates de contratapao de profissionais (exames 
pre-admissionais), principalmente em serviqos de seguranqa e vigilancia e em contrataqao de candidatos em atividades de alto risco, cujas funqoes 
sao incompativeis com o uso de drogas de abuso. 4,13,68,69 

De modo geral, nos casos de analise de cabelo para teste “pre-admissional”, utiliza-se a amostra dos 3 cm distais do escalpo, o que significa 
uma cobertura de um periodo de 3 meses. Esse periodo e ideal, visto que o candidato tera que se abster de drogas de abuso por 3 meses para que 
o teste seja negativo. Se o uso de substancias psicoativas for detectado em um segmento de aproximadamente 3 meses, significa que o individuo 
usou pelo menos uma vez dentro desse periodo. Um resultado que mostre a presenqa da substancia psicoativa, mas abaixo do cut-off, sugere que o 
individuo nao e um usuario regular de drogas de abuso. 

Mieczkowski (2010) 70 fez um estudo nos EUA com caminhoneiros candidatos a emprego e outros ja empregados. Os resultados mostraram a 
prevalencia de positivos nos exames pre-admissionais (amostras de urina, 2%; de cabelo, 9%) em relapao aos caminhoneiros ja empregados 
(amostras de urina, 1%; de cabelo, 3%). O estudo confirma as vantagens da utilizaqao do teste de substancias psicoativas na etapa pre-admissional 
e os beneficios da utilizapao dos testes em amostras de cabelo em comparaqao com amostras de urina. 

No Brasil, a analise do cabelo e uma exigencia na convoca^ao de pessoal militar e civil para a Policia e Corpo de Bombeiros, com a fmalidade 
de excluir usuarios de drogas de abuso em atividades de alto risco. Com base em nossa experiencia, dentre as amostras de cabelo analisadas, 
1,2% foi positiva para pelo menos um grupo de drogas de abuso. Contudo, notamos que pelo menos o dobro de amostras revelou a presenqa de 
substancias psicoativas, porem em concentrates abaixo dos respectivos cut-offs e, com isso, tiveram os resultados emitidos como “negativos”. 69 
Esses dados sugerem que, antes da efetivapao, os candidatos admitidos deveriam ser retestados aleatoriamente, para eliminar usuarios de drogas 
de abuso que se abstiveram apenas para atender a exigencia do concurso. 

■ Recuperacao da carteira de habilita^ao 

Em alguns paises da Europa as pessoas que sao envolvidas em acidentes ou incidentes de transito decorrentes do consumo de drogas de abuso e 
alcool perdem a carteira de habilita^ao. 3,52 " 54 Para reaverem o documento, esses motoristas sao obrigados a realizar um teste de substancias 
psicoativas ou biomarcador de uso de alcool, e obter resultado negativo por pelo menos 6 meses. A analise de cabelo e realizada conjuntamente 
com uma avaliapao clinica. 

Considera^des sobre o fluido oral 

O fluido oral (saliva) surgiu como uma alternativa nao invasiva (ao contrario do sangue) e nao constrangedora (em contraste com a urina), e 
provou ser viavel para detectar o uso de drogas de abuso. Como a analise de fluido oral tem periodo de detecpao limitado a poucas horas, este 
teste e comumente utilizado como uma abordagem inicial; por exemplo, para verificar se o individuo estava sob o efeito de drogas de abuso no 
momento de um acidente ou para iniciar uma atividade de alto risco (p. ex., pilotos, motoristas ou na industria). 71-73 

O consumo de uma droga de abuso, mesmo que nao seja por via oral, pode deixar traqos na cavidade bucal, onde permanece por um periodo de 
6 a 24 h, em contraste aos 3 a 5 dias na urina. 

A coleta de fluido oral, quando comparada a coleta de urina em testes aleatorios, e facilmente supervisionada; portanto, nao constrangedora e 
com menor potencial de contamina<;ao e adultera^ao. 

A urina pode revelar a que droga de abuso um individuo foi exposto; no entanto, em funpao do tempo mais longo de detecqao, nao informa 
necessariamente se ele estava sob a influencia da droga detectada. Nesse sentido, o teste em saliva e mais preciso. Esse atributo torna o fluido oral 



uma matriz ideal em diversas situates; algumas instituiqoes necessitam saber se a pessoa que exerce determinada tarefa (p. ex., em um plantao 
medico) apresenta substancias psicoativas em seu sistema ou se esta sob a influencia de drogas de abuso que possam prejudicar seu desempenho 
ou colocar em risco outras pessoas. Nesse caso, o teste visa verificar o uso recente de drogas de abuso, e a utilizapao da saliva e o ideal, porque 
reflete com maior exatidao o uso recente dessas drogas, o que e bastante pertinente para avaliar a capacidade momentanea da pessoa para a 
execupao de sua tarefa. 

Existem situapoes nas quais o uso de fluido oral em paralelo ao teste em cabelo e o ideal. A analise da saliva evidencia o uso recente, enquanto 
o cabelo fomece dados historicos. Assim, por meio dessa combinapao, e possivel demonstrar o uso de drogas de abuso em um amplo periodo de 
detecpao: recente, intermitente, prolongado ou ate mesmo abstinencia, resultando em uma informapao importante que pode ser utilizada no ambito 
judicial ou por uma empresa. 

Os problemas, as limitapdes e os fatores relacionados com a coleta e com o armazenamento do fluido oral sao: (a) conhecimento do volume 
exato de amostra quando estas sao coletadas em tampao; (b) recuperapao do kit de coleta; (c) estabilidade dos analitos contidos nos kits durante o 
transporte e durante o armazenamento antes da analise; (d) cut-offs dos testes rapidos. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Na Europa, foram publicadas diretrizes quanto a coleta, cadeia de custodia, triagem e confirmapao de fluido oral. 7,78 O mercado dispde de uma 
abundancia de kits de coleta de fluido oral, tanto com estabilizantes (que sao remetidos ao laboratorio para analise) quanto kits que tomam 
possivel a leitura imediata dos resultados. 73,76 

Os testes rapidos sao metodos imunocromatograficos que fomecem resultados logo apos a coleta. Muitos dos problemas relacionados com a 
coleta da amostra de fluido oral que surgiram no inicio dos anos 2000 foram resolvidos, mas outros ainda persistem. 79 

Nos ultimos anos, houve desenvolvimento e aprimoramento da tecnologia dos varios kits de coleta, tanto dos associados aos testes rapidos 
como dos kits de coletas para triagem e analise em laboratories. 76,77 

O grande beneficio da utilizapao dos kits rapidos esta no menor tempo para obtenpao de resultados; no entanto, os resultados positivos sao 
apenas presuntivos, e as amostras necessitam ser confirmadas por um laboratorio especializado. 

Os kits rapidos estao sendo constantemente otimizados e avaliados e, quando utilizados, devem ser adotados certos cuidados de armazenamento 
e de interpretapao dos resultados. O uso de estabilizantes em coletores de fluido oral tambem nao e ideal, pois, com a adipao do liquido 
estabilizante, nao se conhece com absoluta certeza o volume de amostra coletada, alem do fato de a amostra ser diluida com o tampao no momento 
da coleta. Por outro lado, a adipao do tampao favorece a estabilidade da amostra, que e significativamente estendida em comparapao com o fluido 
oral coletado sem estabilizantes, principalmente para os canabinoides. 76,77 

Os metodos de confirmapao em laboratories ja estao estabelecidos e existem muitos trabalhos e revisoes na literatura. 73,79 A metodologia 
utilizada nas analises confirmatorias de amostras de cabelo pode ser facilmente adaptada para a analise de amostras de fluido oral. 

Os cut-offs para fluido oral sao de valores significativamente menores que os cut-offs da urina e semelhantes aos do cabelo (Quadro 8.1). 

Comentarios finais 

Nao existe a melhor matriz para a analise de substancias psicoativas, mas sim a matriz ideal para cada finalidade, ou ate mesmo matrizes que se 
complementam para chegar a uma finalidade especifica. 80,81 Portanto, as varias matrizes nao sao excludentes, mas complementares de acordo com 
a finalidade a que se destina o resultado. 82 

A principal caracteristica que influira na escolha da matriz e o periodo de detecpao intrinseco dos diferentes tipos de material biologico; ou seja, 
fluido oral e urina mostram uso recente; cabelo e pelos mostram o uso pregresso da droga de abuso. 

O mais importante beneficio na detecpao de substancias psicoativas por meio da analise do cabelo e fomecer uma janela retrospectiva de 
detecpao, capaz de mostrar a tendencia de um habito e identificar quais drogas de abuso foram usadas durante o periodo de detecpao que pode 
cobrir varios meses. 

E preferivel a analise de fluido oral quando comparada a analise de amostras de urina em testes aleatorios, por ser uma coleta facilmente 
supervisionada, nao constrangedora, sem o menor potencial de contaminapao, adulterapao ou falsificapao. No entanto, ainda estao sendo avaliados 
os coletores de fluido oral que envolvem os testes rapidos para amostras de saliva. 

Independentemente de qual seja a matriz enfocada, as analises devem seguir os preceitos das analises toxicologicas no que diz respeito a 
qualidade e a seguranpa analitica, necessarias para a obtenpao de resultados inequivocos e laudos irrefutaveis dentro da etica e competencia que 
devem nortear as analises de substancias psicoativas. 
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Capitulo 9 

Programas de Prevengao e Controle do Uso de 
Drogas de Abuso no Ambiente de Trabalho 


Ovandir Alves Silva ♦ Nadia Tawil 


Introdu^ao 

O crescente aumento no consumo de drogas de abuso e seus respectivos efeitos nocivos na saude e seguranga 
publica sao uraa preocupagao continua e crescente das autoridades governamentais e de toda a sociedade. 

E necessario que sejam adotadas medidas de prevengao e de controle com urgencia, em todas as camadas sociais, 
para reduzir ao maximo posslvel esta verdadeira pandemia. 

Entre os grupos sociais que desenvolveram agoes com essa finalidade e que alcangaram exito, merece destaque o 
meio corporativo das mais variadas areas de atividades empresariais. 1 

Remontam a decada de 1980 as agoes desenvolvidas nesse segmento com a finalidade de enfrentar de maneira 
estruturada e com sucesso a redugao do consumo de drogas de abuso no local de trabalho. 

Contribuiram para esse resultado as condigoes financeiras, sociais e a pluralidade de profissionais existentes no 
ambiente de trabalho. A possibilidade de visualizar e mensurar as consequencias que o uso de drogas de abuso 
ocasiona, tanto para o trabalhador quanto para a empresa, e outro importante fator encontrado que viabilizou o 
desenvoivimento de agoes eficazes. Entre outras, temos: os custos economicos do problema; as influences nocivas 
na saude e seguranga do trabalhador e a queda na qualidade das relagoes interpessoais existentes no ambiente de 
trabalho. 2 

Resultados do relatorio da Organizagao Internacional de Trabalho (OIT) sobre o estudo “Consumo de drogas, 
alcool e medicamentos no trabalho”, realizado durante 5 anos em 38 empresas dos EUA, Europa e Asia, mostram 
dados inquietantes: um em cada cinco acidentes de trabalho e provocado pelo consumo de drogas de abuso, e 67% 
das pessoas com algum tipo de dependencia estao no mercado de trabalho. 

Na area financeira, de acordo com calculos do Banco Interamericano do Des envoi vimento (BID), o Brasil perde 
anualmente US$ 19 bilhoes devido ao aumento de absenteismo, acidentes e enfermidades, causado pelo uso do 
alcool e outras drogas de abuso, por trabalhadores. 3 

Na area da saude ocupacional, um estudo realizado pela Federagao das Industrias do Estado de Sao Paulo 
(FIESP), mostrou que de 10 a 15% dos empregados eram dependentes ou apresentavam problemas de consumo de 
alcool; como consequencia, foram concedidas tres vezes mais licengas medicas que outras doengas, aumentou cinco 
vezes as chances de acidentes de trabalho, acarretou o envolvimento de 15 a 30% de todos os acidentes de trabalho, 
foi responsavel por 50% de absenteismo e licengas medicas, alem de aumentar em ate oito vezes o gasto com 
diarias hospitalares, levando a familia dos usuarios a utilizar tres vezes mais a assistencia medica e social das 
empresas. 4 No Brasil, de acordo com o Relatorio do Ministerio da Previdencia Social, em 2010, o Instituto 
Nacional do Seguro Social (INSS) concedeu 36.434 afastamentos para trabalhadores considerados dependentes. 

Verificada a magnitude do problema, foi possivel estabelecer medidas para prevengao e controle ao uso de drogas 




de abuso no ambiente de trabalho. 

A pratica demonstrou que o meio mais adequado para alcangar esses objetivos e a adogao de um programa 
corporativo pela alta diregao da empresa, mas com respectiva corresponsabilidade de todo os empregados. 

No Brasil, os programas inicialmente desenvolvidos nas empresas eram denominados de dependencia quimica, 
geralmente inseridos em programas de qualidade de vida. A visao inicial era de capacitar profissionais que 
trabalhavam no tratamento dos dependentes, e nao na prevengao ao uso de drogas de abuso. 

Essa abordagem teve uma mudanga radical devido a introdugao dos exames toxicologicos nos programas. Com a 
sua utilizagao, as equipes dedicadas ao assunto passaram a contar com uma tecnica que permitia a identificagao nao 
apenas dos dependentes, mas de todos os usuarios, sem importar o padrao de consumo da droga de abuso. Os 
programas passaram de uma posigao de passividade (na qual se esperava que os dependentes procurassem ajuda ou 
fossem identificados por meio de sinais e sintomas inerentes ao agravamento da doenga) para uma participagao 
proativa que incluia todo o corpo funcional, aumentando de maneira significativa o numero de usuarios 
identificados. Um exemplo desse fato foi constatado em uma industria aeronautica que, em 15 anos de programa de 
dependencia quimica, teve a participagao de 29 empregados e, apos 3 anos da introdugao dos exames toxicologicos 
no programa, o numero de participantes foi para 117 empregados.'’ 

A nova denominagao dos programas ja demonstrou essa visao, pois passaram a ser conhecidos como programas 
de prevengao e controle ao uso de alcool e outras drogas de abuso. 

Nos EUA, a implantagao de programas que incluem os exames toxicologicos teve inicio em 1983. Naquele ano, o 
National Transportation Safety Board enviou uma serie de recomendagoes para a Secretaria de Transportes, 
solicitando agoes para coibir o uso de drogas de abuso no setor, devido a ocorrencia de uma serie de acidentes nos 
quais foi constatado o envolvimento de trabalhadores que estavam sob o efeito de alcool e outras drogas. 6 

No Brasil, os exames toxicologicos passaram a ser utilizados nesse tipo de programa em 1992, em razao de um 
trabalho desenvolvido no Laboratorio de Analises Toxicologicas da FCF/USP, por solicitagao de uma empresa do 
ramo petroquimico, que sofreu inestimaveis prejuizos para sua imagem devido a um acidente provocado por um dos 
seus navios petroleiros, no qual houve suspeita da participagao de um empregado possivelmente usuario de droga 
de abuso. 

Apartir dessa data, centenas de empresas de pequeno, medio e grande porte do pais passaram a adotar programas 
que incluem os exames toxicologicos para identificar usuarios de drogas de abuso, com a finalidade de 
disponibilizar medidas de recuperagao e reinsergao social do empregado e de atuar como um poderoso fator de 
dissuasao ao consumo. 

Implantagao de programas 

A implantagao dos programas exige alguns cuidados etico-legais, alem dos tecnico-cientificos, devido a carencia 
de legislagao sobre o assunto no Brasil. 

Algumas leis e resolugoes tern sido estabelecidas recentemente pelo poder publico. Uma area que tern merecido a 
atengao das autoridades e a de transportes de pessoas e de cargas, mais especificamente nos setores aereo e 
rodoviario. 

A Agencia Nacional da Aviagao Civil (ANAC) publicou no Diario Oficial da Uniao, em junho de 2011, uma 
resolugao, RBAC 120, que tornou obrigatoria a aplicagao, na aviagao civil, de Programas de Prevengao do Uso 
Indevido de Substancias Psicoativas na Aviagao Civil. Sua aplicabilidade e abrangente, pois inclui um numero 
expressivo de empresas ligadas as atividades inerentes a este segmento. Em 2013, uma nova resolugao da ANAC, 
RBAC 120 Emenda 01, reforgou a necessidade de aplicagao desses programas. 

Na area de transporte rodoviario, foi aprovada a Lei n- 12.619, de 30 de abril de 2012, que dispoe sobre o 
exercicio da profissao de motorista. No seu artigo 235-B, inciso VII, consta, entre deveres do motorista 
profissional, “submeter-se a teste e a programa de controle de uso de droga e de bebida alcoolica, instituido pelo 
empregador, com ampla ciencia do empregado.” 8 

Na falta de legislagao em outras areas de atividades profissionais, e necessario seguir alguns procedimentos para 
evitar possiveis questionamentos etico-legais. 

Um programa bem estruturado tern inicio com a elaboragao da politica da empresa sobre o assunto. E necessario 



expor, de maneira objetiva e transparente, a posigao que sera adotada frente ao uso de substancias psicoativas e suas 
consequencias no ambiente de trabalho. 9 

Para esse proposito, a alta diregao deve designar um comite composto por profissionais de varios setores: dentre 
outros, medicina, seguranga, recursos humanos, relagoes trabalhistas, juridico e aqueles ligados a programas de 
qualidade de vida. 2 

Essa participagao resultara em uma politica que representara as diversas opinioes existentes na empresa, 
facilitando a sua aceitagao. 

Em virtude dos aspectos tecnicos e etico-legais envolvidos, e muito importante a participagao de consultores com 
ampla experiencia no assunto. 

Apos a politica ser aprovada pela alta diregao, e necessario dar conhecimento das responsabilidades inerentes a 
participagao de cada um dos empregados. Para alcangar esse objetivo, e necessario que todos os meios de 
comunicagao disponiveis sejam utilizados, sendo imprescindivel a distribuigao para todos da politica, por meio de 
material escrito. 

Os empregados, independentemente de sua fungao, devem ser sensibilizados para aceitar a participagao no 
programa. 9 

Os gestores devem participar de um treinamento no qual receberao conliecimentos sobre as informagoes 
referentes ao desenvolvimento do programa, de modo a toma-los aptos a: responder possiveis questionamentos 
sobre o mesmo; encaminhar empregados ao programa; apoiar o tratamento e a recuperagao de seus comandados. 9 

Os demais funcionarios devem participar de palestra para esclarecimentos de duvidas e conliecer seus direitos e 
deveres constantes da politica da empresa. 

Independentemente de qual seja a fungao exercida, a todos os empregados sera solicitada a adesao espontanea ao 
programa se nao houver disposigao legal que torne obrigatoria a participagao. Apos a fase de preparagao do 
ambiente para o desenvolvimento adequado da politica, segue a aplicagao dos exames toxicologicos, cuja finalidade 
deve ser especificada na politica. Entre as aplicagoes estao: pre-admissao, sorteio aleatorio, pos-acidente, pre- 
funcional, em casos motivados, no acompanhamento durante e no pos-tratamento e no retomo ao trabalho. 

As empresas deverao ter um piano tragado de tratamento e de reins ergao de empregados que apresentarem 
resultados positivos nos exames toxicologicos, procurarem espontaneamente ajuda ou forem indicados pelos seus 
gestores ou familiares. 

Na Classificagao Internacional de Doengas (CID-IO) 10 da Organizagao Mundial da Saude (OMS), consta que o 
abuso e a dependencia de alcool e outras drogas constituem-se em doenga que deteriora a saude fisica e mental, e 
merecem, portanto, tratamento diferenciado. 

Em suma, os programas devem apresentar carater humanitario e nao punitivo, tendo como objetivos principals 
propiciar e estimular a reinsergao social do empregado, capacitando-o a exercer em toda plenitude seu direito a 
cidadania. 11 

Exames toxicologicos para verificar a exposi^ao as drogas de abuso no ambiente de 
trabalho 

A analise toxicologica para verificar exposigao a drogas de abuso compreende a realizagao de varias etapas com 
procedimentos especificos, referidos em normas tecnico-cientificas internacionais, 12 " 14 que devem ser 
rigorosamente seguidos: coleta do material biologico; remessa do material coletado; recebimento da amostra no 
laboratorio; execugao dos testes fisico-quhnicos para verificar possiveis tentativas de adulteragao da amostra; 
realizagao da analise toxicologica, propriamente dita; interpretagao dos resultados; armazenamento das amostras 
com resultados positivos; descarte das contraprovas. 

Esses procedimentos devem ser devidamente documentados para tornar possivel a rastreabilidade de todo o 
processo. A esse conjunto de agoes, denominamos cadeia de custodia. 

Diversas denominagoes sao utilizadas para especificar esses procedimentos: testagem toxicologica, teste 
antidrogas, antidoping no trabalho e analise toxicologica. 

Considera-se que “exame toxicologico” e a terminologia mais apropriada, neste caso, pois engloba todos os 
procedimentos que sao realizados, incluindo as analises toxicologicas. 



Os exames toxicologicos sao um importante instrumento de dissuasao ao uso de drogas de abuso, e tem como 
vantagem identificar o seu consumo na fase inicial. Com isso, possibilita a adogao precoce de medidas terapeuticas 
que podem interromper a evolugao de um possivel quadro de abuso ou dependence/’ 

A sua aplicagao em larga escala para verificar exposigao a drogas de abuso teve inicio na decada de 1970, nos 
EUA, com a necessidade do desenvolvimento de sistemas que permitissem verificar o consumo dessas substancias 
nas suas forgas armadas durante a Guerra do Vietna e no seu retorno ao pais. 1 5 

Na decada de 1980, a marinha dos EUA, apos a ocorrencia de uma serie de acidentes provavelmente devido ao 
uso de maconha pelo seu pessoal, implantou um arnplo programa para monitorar e controlar o uso de drogas 
ilicitas. Na epoca, foram analisadas aproximadamente 2 milhoes de amostras por ano, durante 2 anos. Outro fator 
que impulsionou o uso dos exames toxicologicos com essa finalidade foi a implantagao institucional de politicas de 
monitoramento do uso de drogas de abuso no ambiente de trabalho. 1 

Esses programas tinliam em comum a necessidade de realizar exames de um consideravel numero de amostras 
em pouco tempo. Assim, para atender esta crescente demanda, foram desenvolvidas tecnicas que apresentavam 
respostas rapidas, pois os procedimentos analiticos utilizados consumiam um tempo inadequado para esse tipo de 
exame toxicologico. 

Contudo, algumas caracteristicas inerentes a esse tipo de exame criaram a necessidade de utilizagao de metodos 
analiticos para confirmar os resultados positivos obtidos nessas tecnicas. Assim, o exame realizado com essa 
finalidade passou a ser desenvolvido em duas etapas: a primeira, denominada triagem; e a segunda, confirmagao, 
independentemente da matriz biologica utilizada. 

Dentro dos programas de prevengao, e muito importante que essas etapas sejam seguidas para assegurar os 
aspectos etico-legais. 

Existem no mercado testes de detecgao rapida, que podem induzir pessoas preocupadas com redugao de custos 
financeiros a adotarem seu uso. Essa conduta pode colocar em risco todo o programa, pois esses testes geralmente 
apresentam porcentagem muito elevada de resultados falso-negativos e falso-positivos; alem disso, quebram todo o 
processo da cadeia de custodia e a confidencialidade do programa, visto que o responsavel pela coleta tem acesso ao 
seu resultado. 

Assim, o uso desses testes e passivel de processos juridicos, pois ha muitas falhas em sua aplicagao, nao sendo 
recomendada a sua utilizagao dentro dos programas em empresas. Poderiam ser usados como adjuvantes em setores 
de emergencia medica, nos quais o seu resultado poderia ajudar o corpo medico a partir de uma premissa para o 
diagnostico final. 

■ Matrizes biologicas 

Diversas matrizes biologicas podem ser usadas para verificar a exposigao a substancias psicoativas: urina, 
sangue, suor, saliva, pelos, unhas, meconio e outras. 

As mais utilizadas sao urina, sangue e ar expirado. A urina e a amostra de eleigao adotada nos programas para 
detecgao das drogas ilicitas, devido as suas caracteristicas; e o ar expirado, para verificar a exposigao ao alcool. 

Amostras de sangue nao sao muito utilizadas para verificar a exposigao a drogas de abuso, com excegao das 
analises toxicologicas realizadas com finalidade forense ou em emergencias toxicologicas. Contribuem para este 
fato a necessidade de uma fase de preparagao mais trabalhosa e demorada, por ser um material que apresenta um 
numero maior de componentes que podem interferir na identificagao da substancia e a necessidade de uma coleta 
invasiva, que pode acrescentar riscos para o doador e para o responsavel pelo procedimento. 

Amostras de sangue sao recomendadas para verificar o grau de alcoolemia, especialmente em condutores de 
veiculos automotores e em casos de emergencias decorrentes de intoxicagoes por superdosagem de substancias 
psicoativas. Essas indicagoes sao decorrentes da possibilidade de inferir a correlagao entre a concentragao 
plasmatica obtida e os efeitos da substancia psicoativa no momento da coleta. Contudo, o tempo de permanencia da 
substancia nessa matriz e menor do que o observado em outros tipos de amostras. 

A utilizagao do ar expirado e recomendada para verificar a ingestao de bebidas alcoolicas. A analise e realizada 
por meio do emprego de equipamentos denominados etilometros, vulgarmente chamados de bafometros, que sao de 
facil aplicagao e que apresentam resultados imediatos aceitos pelas autoridades responsaveis pelo transito urbano e 
rodoviario. 


Os pelos do corpo (p. ex., cabelo, barba, pelos axilares e pubianos) podem ser utilizados para identificar a 
exposigao a drogas de abuso. 12 A analise do cabelo e o procedimento mais utilizado, pois apresenta uma estrutura 
estavel na qual as substancias psicoativas/ou seus produtos de biotransformagao podem ser incorporados a sua 
estrutura, durante ou apos a formagao dos fios. Em geral, a concentragao da substancia inalterada nos cabelos e 
maior que seus produtos de biotransformagao, que, por ser mais lipofilica, se incorpora com mais facilidade aos 
cabelos. 

Uma das vantagens dessa matriz e a possibilidade de determinar o consumo de drogas de abuso a longo prazo. 
Contudo, essa caracteristica esta diretamente ligada ao comprimento dos fios de cabelo coletados. Considerando 
que crescem a razao de 0,9 a 1,5 cm por mes, e possivel correlacionar o seu crescimento com o uso de drogas de 
abuso. A partir da extremidade mais proxima da raiz capilar, a mecha de fios de cabelo coletada e segmentada em 
fragoes equivalentes ao seu crescimento mensal e, posteriormente, analisada. A comparagao dos resultados obtidos 
nos diversos segmentos indica o uso ou nao de substancias psicoativas. Uma importante aplicagao dessa matriz e na 
verificagao do uso dessas substancias pela mulher durante o periodo de gestagao, com a consequente exposigao 
fetal. 

Entre as desvantagens sao citadas a possivel contaminagao ambiental dos fios de cabelo depois de emergirem da 
pele, fator importante em determinadas profissoes, principalmente da area de seguranga publica; a diferenga na 
incorporagao das substancias de acordo com a raga; menor capacidade de incorporagao de acordo com as 
propriedades fisico-quimicas da substancia psicoativa (p. ex., canabinoides provenientes do ato de fumar maconha), 
e possivel diminuigao da concentragao da substancia psicoativa devido a utilizagao de tratamentos capilares com uso 
de produtos quimicos. 

Por todas essas desvantagens e levando em consideragao que, dentro dos programas em empresas, o diagnostico 
do uso recente de drogas de abuso por parte dos empregados e primordial, a detecgao pelo cabelo nao tern a eficacia 
necessaria para esse controle. 

A saliva tern sido uma amostra utilizada para verificar o uso de substancias psicoativas, principalmente para 
monitorar a ingestao de bebidas alcoolicas por motoristas e trabalhadores. 16 Contribuem para essa recomendagao o 
fato de os farmacos serem transferidos rapidamente do plasma para a saliva e a existencia de uma estreita 
correlagao entre as concentragoes encontradas ao mes mo tempo nestes especimes biologicos, principalmente no 
caso do etanol. Outra vantagem e a realizagao da coleta sob supervisao direta, eliminando possiveis tentativas de 
adulteragao ou substituigao da amostra. A coleta pode ser efetuada por meio de drenagem, sucgao ou absorgao em 
material apropriado e posterior centrifugagao para retirada da amostra. 

No mercado, existem coletores que estimulam a formagao da saliva, facilitando a sua coleta, principalmente no 
caso de pessoas que sofrem de xerostomia (“boca seca”), comumente relatada por usuarios de maconlia e pessoas 
diabeticas. 

Uma das dificuldades de utilizagao dessa amostra e a oferta restrita de equipamentos para serem utilizados na 
fase de triagem. Por outro lado, a associagao da tecnica de microextragao em fase solida (SPME) a cromatografia 
em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas, facilita a confirmagao de resultados obtidos na triagem. 1 

Um cuidado que deve ser observado na coleta e que os doadores nao fumem, nao bebam nem se alimentem nos 
minutos (10 a 30) que precedem a coleta. 

O suor e uma secregao que pode ser utilizada como matriz biologica para identificar a exposigao as drogas de 
abuso. 12 A principal finalidade da sua produgao no organismo e a de regular a temperatura corporea; dessa maneira, 
a sua produgao esta diretamente ligada as condigoes ambientais e as atividades fisicas desenvolvidas e, 
consequentemente, a concentragao da substancia pesquisada depende dessas condigoes. Uma das dificuldades para 
utilizagao desse tipo de amostra era a sua coleta, mas tal problema foi equacionado com a disponibilidade no 
mercado de um coletor que pode ser fixado na pele por meio de um adesivo. O suor e coletado e acumulado em um 
material absorvente de celulose que, apos a sua remogao da pele, pode ser submetido aos processos de analise. O 
uso de adesivos coletores dificulta o emprego de artiflcios para adulterar as amostras. 

Como o adesivo coletor e constituido de um material nao oclusivo, pode permanecer no local escolhido para 
coleta por varios dias, sem causar nenlium tipo de constrangimento para a pessoa, que podera executar suas 
atividades de rotina. Essa caracteristica torna esta conduta recomendavel para uso em pacientes submetidos a 
tratamentos ambulatoriais, pois as sessoes de terapia sao realizadas com espagamento de alguns dias. 



Apesar da disponibilidade das amostras citadas, a urina, certamente, e a amostra de eleigao para ser utilizada nos 
programas no ambiente corporativo. 1,13,14 

A saliva e os cabelos sao amostras que tem sido recomendadas mais recentemente; 12,16,18 contudo, ainda nao tem 
aval da principal agenda reguladora. 

Entre as vantagens da utilizagao da urina tem-se: boa concentragao e bom tempo de permanencia da substancia 
e/ou seus produtos de biotransformagao (em geral, as substancias sao biotransformadas em compostos mais 
hidrossoluveis, sendo mais facilmente eliminadas por meio do sistema renal); existencia de valores de referenda 
internacionais, o que possibilita a comparagao de resultados obtidos em diferentes laboratories; disponibilidade de 
volume adequado para realizagao das analises e facil coleta. 

Outro importante fator para a utilizagao da urina e a disponibilizagao de equipamentos e reagentes que 
possibilitam a analise concomitante de diversas amostras e diferentes tipos de substancias, o que favorece a 
realizagao da fase de triagem. 

Para o exame de urina, os valores de referenda, denominados cut-offs, sao regulamentados pelo SAMHSA 
(Substance Abuse and Mental Health Services Administration em suas Mandatory Guidelines), publicados em 
novembro de 2008. Com isso, o resultado do exame torna-se universal. 19 

Alguns cuidados adicionais para esse tipo de amostra sao necessarios - a coleta deve ser supervisionada e alguns 
procedimentos especificos devem ser aplicados para evitar a possibilidade de adulteragao ou substituigao da 
amostra. Assim, antes do inicio da analise toxicologica propriamente dita, e necessario aplicar uma serie de 
procedimentos para verificar a possivel presenga de adulterantes na amostra ou variagoes anormais que indicam 
tentativas de alterar os resultados. 

Procedimentos de pre-analise 

A analise toxicologica realizada com a finalidade de verificar exposigao as drogas de abuso exige, alem do rigor 
tecnico-cientifico comum a qualquer tipo de analise, a adogao de uma serie de cuidados etico-legais para respaldar 
os procedimentos adotados pelos profissionais envolvidos. 

Tais requisitos sao alcangados com a adogao do processo denominado cadeia de custodia, que consiste na 
utilizagao de condutas especificadas em normas tecnicas e na documentagao tecnica-administrativa de todas as 
etapas da analise. E utilizada para documentar e manter a historia da evidencia, cronologicamente. Dessa maneira, e 
possivel rastrear todas as condutas adotadas e o responsavel por cada etapa. A determinagao/quantificagao de 
substancias psicoativas somente podera ser aceita como meio de prova se a coleta, o manuseio e a analise das 
amostras observarem condigoes minimas de seguranga, de modo a garantir a integridade do material a ser 
examinado e a idoneidade dos meios empregados. 

No decorrer da analise, e necessario seguir procedimentos especificos da coleta da amostra ate o seu descarte, 
para garantir a preservagao da integridade da amostra, manter a confidencialidade em todas as circunstancias e 
assegurar a validade dos resultados obtidos. 2 " 

Na coleta, deve ser utilizado um formulario que acompanhara a amostra durante todo o desenvoivimento da 
analise. Deve conter os seguintes itens para preenchimento: identificagao que resguarda a identidade do doador; 
solicitante, medicamentos utilizados recentemente; finalidade da analise; temperatura da amostra no ato da coleta e 
declaragao do responsavel pela coleta, atestando que seguiu estritamente as normas de coleta preconizadas pelo 
laboratorio responsavel pela analise. 

Durante a coleta, alguns cuidados devem ser observados, pois diversos artificios podem ser utilizados na 
tentativa de alterar os resultados, de positivos para negativos. Sao praticas comuns: ingerir grandes volumes de 
agua antes da coleta; adicionar agua ou outros liquidos para diluir a amostra; colocar determinados produtos e/ou 
substancias quimicas e trocar a amostra por outra proveniente de individuo nao usuario de drogas de abuso. 21 

Algumas indicagoes sugeridas para tal finalidade nao passam de informagoes equivocadas difundidas por leigos, 
mas algumas dessas condutas proibidas podem interferir nos resultados das analises. 

Para evitar tentativas de adigao de liquidos na amostra, e uma boa pratica nao disponibilizar fontes de agua 
(torneiras, filtros de agua e outras) ou de outros liquidos no local de coleta; por exemplo, e recomendado o uso de 
corantes no vaso sanitario. Outra conduta e verificar a temperatura da amostra logo apos ter sido coletada. 



Imediatamente apos a coleta, a amostra deve ser dividida em dois frascos: o primeiro, denominado prova, e o 
segundo, contraprova. Esses frascos devem ser lacrados de maneira a garantir sua inviolabilidade durante o 
transporte ate o laboratorio e armazenamento quando necessario. 

O frasco da prova e utilizado para realizagao da analise; e a contraprova, no caso de um resultado positivo, deve 
ser adequadamente mantida em baixa temperatura para ser utilizada em uma possivel contestagao do resultado. As 
organ izagoes internacionais recomendam que fique armazenada a ~20°C por 12 meses. 14 

Antes do inlcio da analise toxicologica, as amostras devem ser submetidas a uma serie de testes fisico-qulmicos, 
para verificar o uso de substancias com o intuito de adulterar um possivel resultado positivo. Sao efetuadas 
medigoes de pH, densidade e creatinina, e verificada a presenga de algumas substancias que podem interferir nos 
resultados (p. ex., o hipoclorito, que, adicionado em pequena quantidade em urina, pode alterar um resultado 
positivo para negativo para canabinoides, no processo de triagem). 21 

Para certificar a validade da amostra de urina, alguns criterios sao adotados: a obtengao de pH menor de 3 e 
maior de 11 desqualificam a amostra para analise; a densidade deve estar entre 1,003 e 1,035; o nivel de nitrito 
igual ou acima 5 mg/df indica tentativa de adulteragao da amostra. 13 

Para verificar uma possivel ingestao excessiva de agua, com a finalidade de dificultar a identificagao das 
substancias na urina, e necessario medir a concentragao da creatinina urinaria. Assim, amostras com creatinina entre 
5 e 20 mg/df devem ser consideradas como diluidas; e amostras com concentragoes iguais ou abaixo de 5 mg/df 
devem ser consideradas como nao consistentes com urina humana normal. 13 

Os cuidados anteriormente referidos devem ser cuidadosamente seguidos devido a possibilidade de contestagao 
dos resultados, pois a negagao do consumo de drogas de abuso e uma caracteristica do usuario. Alem disso, essa 
analise pode ser realizada por solicitagao de autoridades policiais, do judiciario ou por responsaveis por programas 
desenvolvidos em diversas areas de atividades profissionais. Nessas condigoes, um resultado indicando o uso de 
droga pode representar serias consequencias para o doador da amostra. 

■ Fase de triagem 

As tecnicas de identificagao utilizadas na fase de triagem devem ser de facil execugao, dispensar a necessidade de 
uma fase de preparagao da amostra, apresentar respostas rapidas, custo mais acessivel e permitir a pesquisa de 
varias substancias na mesma aliquota da amostra. Essas caracteristicas possibilitam, principalmente, separar as 
amostras de individuos que nao utilizaram as substancias psicoativas pesquisadas (resultados negativos) das 
provenientes de usuarios. 

As tecnicas imunologicas tern uma posigao de destaque entre os metodos de rotina realizados com a finalidade de 
identificar a presenga de substancias em matrizes biologicas, principalmente as que caracterizam a exposigao a 
drogas de abuso. Em virtude de suas caracteristicas, sao as mais utilizadas na fase de triagem: utilizam 
equipamentos automatizados que diminuem a ocorrencia de erros humanos; possibilitam a analise rapida e 
concomitante de um grande numero de amostras; requerem volumes pequenos de material biologico e dispensam a 
fase de preparagao das amostras. 

Todas as tecnicas imunologicas baseiam-se na interagao de um antigeno (molecula-alvo), marcado e nao marcado, 
com o seu anticorpo especifico. 

Varias tecnicas foram desenvoividas: radioimunoensaio (RIA, radioimmunoassay)', enzima-imunoensaio (EMIT, 
enzyme multiplied immunoassay technique ); imunoensaio por fluorescencia polarizada (FPIA, fluorescence 
polarization immunoassay ); ELISA ( enzyme linked immunosorbent assay). Atualmente, os mais utilizados sao 
EMIT e FPIA. 

O enzima-imunoensaio (EIA) e uma tecnica desenvolvida pela Syva Company com o nome de EMIT. A 
substancia psicoativa e marcada com uma enzima e compete com a substancia psicoativa livre da amostra (quando 
presente) em sua uniao com o anticorpo (uniao competitiva). 

A enzima ligada na substancia psicoativa reage com um substrata presente na solugao do ensaio, produzindo uma 
substancia colorida, detectada por espectrofotometria. Essa reagao enzimatica se inibe quando a droga marcada se 
une ao anticorpo. Quando nao existe a droga na amostra, o anticorpo se une exclusivamente a droga marcada 
enzimaticamente, restando pouca quantidade da enzima capaz de relacionar com o substrato e, consequentemente, a 
intensidade da cor detectada e baixa. Ao contrario, quanto maior a produgao de cor, maior e a concentragao da droga 


na amostra. A variagao de cor da solugao do ensaio e diretamente proporcional a concentragao da droga na amostra. 

Estao disponiveis no mercado dois sistemas: o EMIT dau ( drugs of abuse in urine), designado para o uso em 
laboratories que necessitam analisar um grande numero de amostras, e o EMIT st ( serum test), que e um sistema 
portatil para analise de um pequeno numero de amostras e que pode ser transportado e utilizado no campo. 

Uma das mais recentes variagoes do sistema enzimaimunoensaio homogeneo e o sistema CEDIA ( cloned enzyme 
donor immunoassay), o qual, assim como o EMIT, utiliza a ligagao de um anticorpo por influencia da atividade 
enzimatica. A competigao pela ligagao da droga presente na amostra resulta em um aumento da atividade da enzima. 

O imunoensaio por fluorescencia polarizada (FPIA) tern sido amplamente utilizado com uma das bases do 
sistema de ensaio para analises de substancias psicoativas em urina. Tern por principio uma reagao antigeno- 
anticorpo com carater do tipo competitive. Os anticorpos estao marcados com Iluoresceina (moleculas que emitem 
fluorescencia a exposigao a luz). 

O tragador (substancia psicoativa marcada com Iluoresceina) e a substancia psicoativa presente na amostra 
(analito) sao incubados com anticorpo especifico e, posteriormente, excitados com luz polarizada. Quando a 
substancia psicoativa esta presente no material biologico, compete com o tragador em sua ligagao com o anticorpo; 
ou seja, existe uma relagao inversa entre a concentragao da substancia psicoativa na amostra com a quantidade do 
tragador unido ao anticorpo. 

Por ser um imunoensaio competitive, existe uma relagao inversa entre a quantidade do analito na amostra e a 
intensidade da luz captada pelo receptor optico do instrumento. Altas leituras de Iluoresceina correspondem a baixas 
quantidades do analito na amostra, e vice-versa. Essa relagao inversa, por meio do uso da FPIA, obtem resultados 
muito precisos, mesmo com baixas concentragoes da substancia psicoativa que estiver sendo analisada. 

Os instrumentos utilizados nesse processo medem a quantidade de luz polarizada resultante da reagao da amostra, 
anticorpo e substancia psicoativa-tragador. A polarizagao da reagao da amostra se compara a uma curva de 
calibragao arquivada na memoria, determinando a concentragao da substancia psicoativa ou seus metabolitos. 

Tecnicas cromatograficas podem ser utilizadas na fase de triagem, principalmente a cromatografia em camada 
delgada (CCD) e a cromatografia em camada delgada de alta eficiencia (CCDAE). 

Essas tecnicas apresentam algumas desvantagens em comparagao com as imunologicas, pois requerem maior 
volume de amostra, uma fase de preparagao constituida de extragao dos analitos com solventes organicos ou 
extragao solido-liquido e posterior concentragao das substancias, por meio de uma fase de evaporagao, despendendo 
muito tempo. 

O uso de testes de resposta rapida ( on-site drug testing devices), comentado anteriormente, exige algumas 
cautelas para a sua aplicagao. Em geral, sao testes imunocromatograficos que, em contato com a amostra, vao 
formar um complexo droga/anticorpo-corante visivel devido ao desenvolvimento de uma reagao colorida. Alguns 
testes sao realizados no proprio frasco de coleta e, em outros, as amostras sao colocadas em contato com o teste. 
Como o resultado e praticamente imediato, tanto o doador da amostra quanto o responsavel pela aplicagao do teste 
vao conliecer o resultado sem a devida confirmagao. Contudo, esse pode ser um falso-positivo, que e uma das 
caracteristicas desse tipo de teste. Nesse caso, as consequencias para o doador da amostra podem ser graves, 
dependendo da finalidade da sua realizagao e de quern aplicou e interpretou o resultado. 22 

Esse tipo de teste nao deve ser aplicado por leigos. Uma melhor utilizagao seria no caso de emergences 
toxicologicas que ocorrem em hospitais e que necessitam de uma resposta rapida como indicativo ao tratamento 
correto, pois os profissionais conhecem as limitagoes inerentes a tecnica. 

Independentemente da amostra utilizada na fase de triagem, quando o resultado for positivo para uma substancia, 
uma nova aliquota deve ser retirada do mesmo frasco de amostra e ser submetida a uma segunda analise para 
confirmar o resultado, pois este deve ser considerado como suspeita de uso e nao definitivo. 

■ Fase de confirmagao 

As tecnicas utilizadas na fase de confirmagao devem possibilitar a identificagao inequivoca das substancias 
pesquisadas. Os equipamentos sao de custo elevado e os procedimentos utilizados devem ser realizados por pessoal 
especializado. Em geral, essa analise tern inicio com um procedimento de extragao, necessario para separar a 
substancia de interesse de outras presentes na urina. Essa separagao pode ser efetuada por meio de extragao liquido- 
liquido ou solido-liquido. 


Na extragao liquido-liquido, o analito e extraido da urina, em pH apropriado, por um solvente organico, seguido 
por evaporagao dos solventes e uma posterior reagao de derivagao. Esses procedimentos sao requeridos para 
remover efetivamente as substancias interferentes da amostra. 

Como alternativa para o procedimento de extragao liquidoliquido, tem-se a extragao em fase solido-liquido 
(SPE). Essa tecnica utiliza um dispositivo, um cartucho, contendo material apropriado para extrair seletiva e 
eficientemente os componentes de uma mistura complexa. Os mecanismos de separagao variam com o tipo de 
empacotamento ou o material utilizado para o metodo de SPE. Sao escolhidos para otimizar o procedimento de 
extragao do componente de interesse, por retengao, o que possibilita que as impurezas passem atraves da coluna. 
Para a analise de substancias psicoativas, geralmente a coluna deve ser preparada e condicionada pela passagem de 
um solvente, um tarnpao ou agua. A substancia de interesse e ligada por retengao no material da coluna, de acordo 
com as suas caracteristicas fisico-quhnicas. 

A SPE apresenta algumas vantagens sobre a extragao liquido-liquido, tais como rapidez; possibilidade de 
extragao concomitante de diversas amostras; seletividade e eficiencia por eliminar os problemas de emulsao e 
redugao do volume do solvente utilizado, com a consequente minimizagao da exposigao. 

Ate o presente, a tecnica de identificagao mais recomendada combina o poder de separagao da cromatografia 
gasosa com a especificidade da espectrometria de massa (GC-EM), pois seus resultados sao considerados 
definitivos e incontestaveis. 13,14 

A cromatografia gasosa propicia a separagao das substancias ao longo de uma coluna capilar constituida por duas 
fases: movel e estacionaria. A fase movel e composta por um gas inerte (helio, argonio, nitrogenio), enquanto a 
estacionaria pode ser um solido ou liquido, que e adsorvido a um suporte inerte. 

Assim, as diferentes substancias em tamanho e caracteristicas quimicas migram pela coluna em diferentes 
tempos e proporgoes, de acordo com suas caracteristicas de polaridade, ponto de ebuligao e peso molecular; 
alcangando o detector em tempos distintos. Este envia um sinal para um receptor, que o transforma em um pico em 
um grafico. A posigao, o tempo de retengao e a largura dos picos, quando comparados a um padrao, fornecem uma 
identificagao preliminar da substancia. 

Para garantir a maxima confiabilidade da determinagao quantitativa com a cromatografia gasosa, e necessaria a 
utilizagao de um padrao interno, juntamente com a amostra, no inicio do processo analitico. Dessa maneira, sao 
bastante reduzidos todos os fatores de variagao que acompanham a fase de extragao, purificagao e analise 
instrumental. 

Atualmente, a espectrometria de massas e considerada uma tecnica de referenda para identificagao de compostos 
psicoativos nas amostras biologicas. 

O principio da tecnica se baseia na aplicagao de um feixe de eletrons, de grande energia cinetica, sobre uma 
molecula incluida em uma fase de vapor como consequencia de um impulso, produzindo uma quebra da molecula 
em diversos fragmentos de massa inferior, seguindo um processo em cascata. Essa relagao de fragmentos tern um 
padrao que fornece uma identificagao precisa da substancia. Os dois tipos de espectrometria usados por laboratories 
para analisar especimes sao o impacto de eletrons (El, electron impact ) e a ionizagao quimica (Cl, chemical 
ionization). 

No sistema El, a molecula da droga e bombardeada por um fluxo de alta energia de eletrons; desse modo, forma- 
se um determinado numero de fragmentos de ions. Nesse sistema, a substancia pode ser identificada por meio de 
dois modos full-scan ou SIM {selective ion monitoring, monitoramento seletivo de ions). No processo full-scan, 
todos os ions sao monitorados; no SIM, somente ions pre-selecionados sao examinados - este e mais utilizado por 
apresentar maior sensibilidade. 23 

Quando a proporgao de ions pre-selecionados confere com a proporgao de ions do padrao, nas mesmas condigoes 
anteriormente padronizadas, identificam-se a substancia e/ou seu produto de biotransformagao, e a concentragao 
pode ser determinada por meio de uma curva de calibragao. 

A combinagao da cromatografia gasosa com a espectrometria de massas possibilita identificar com veracidade os 
analitos e valorar quantidades muito reduzidas dos mesmos. As tecnicas de separagao sao as mesmas ja descritas 
anteriormente, embora haja um detector mais sofisticado capaz de processar os dados de maneira computadorizada. 
Depois da separagao pelo GC, a identificagao da substancia tern como base sua massa e estrutura moleculares. 



■ Interpretagao dos resultados anah'ticos 

O conliecimento da toxicocinetica da substantia e de fundamental importancia no planejamento e na interpretacao 
dos resultados obtidos na analise toxicologica. 

No caso do uso de drogas de abuso, alem da cinetica e da influencia do sexo e da raga, outros fatores influenciam 
a detecgao das substancias psicoativas e/ou seus produtos de biotransformagao em fluidos biologicos. As 
caracterlsticas fisico-qulmicas da substantia psicoativa, a frequencia, o tempo de uso e o grau de pureza sao alguns 
desses fatores. 

No caso das drogas illcitas, essas caracterlsticas sao extremamente variaveis, dificultando a interpretagao dos 
resultados obtidos. Um estudo realizado com a finalidade de verificar a concentragao do A '-THC, em amostras de 
maconlia apreendidas na regiao de Sao Paulo, apresentou como resultado: 93,4% das amostras continham menos de 
1% da substantia pesquisada; em 50% destas, o valor encontrado foi menor que 0,3%. 24 

Dependendo das circunstancias de uso, uma mesma substantia encontrada na analise toxicologica pode ser 
oriunda do uso de um medicamento ou de uma droga de abuso. No primeiro caso, quando foi utilizada sob 
prescrigao medica e, no segundo, na inexistencia desta recomendagao. Por exemplo, um resultado positivo para 
anfetamina na urina pode ter como origem o femproporex, substantia muito utilizada como medicamento 
anorexigeno prescrito em tratamento para redugao de peso (atualmente, esta proibida pela Anvisa), ou como droga 
de abuso quando usada como estimulante, para possibilitar o aumento da carga horaria de trabalho por motoristas 
profissionais. Dai a importancia de o relato de uso de medicamentos constar da ficha preenchida na coleta; pois, na 
falta desta, a probabilidade de o resultado caracterizar um uso abusivo e maior. Por outro lado, essa indicagao pode 
explicar um resultado positivo para a presenga de uma substantia sintetica em consequencia de um consumo 
inadvertido de um produto apresentado como natural, caracterizando um uso nao intentional. 

A aceitagao de um resultado considerado positivo nessa analise pode diferir conforme o contexto no qual foi 
obtido. 

Outro conliecimento toxicocinetico bastante importante e o estudo dos produtos de biotransformagao. 

Nos dias atuais, com o aumento alarmante do uso de crack (cocaina em pedra), o Segundo Levantamento 
National de Alcool e Drogas (II LENAD) desenvolvido pelo Instituto National de Ciencias e Tecnologia para 
Politicas Publicas do Alcool e Outras Drogas (INPAD) aponta o Brasil como o maior consumidor de crack do 
mundo. Trata-se de uma droga que leva a pessoa a dependencia mais rapidamente, alem de ser neurodegenerativa. 2 '' 

Dessa maneira, e muito importante que, no exame toxicologico, essa informagao do uso do crack seja apontada 
com a pesquisa do seu principal metabolito: a metilecgonidina, para que haja melhor direcionamento no tratamento. 

O monitoramento realizado no ambiente de trabalho ou no transito requer normas que definam a interpretagao do 
resultado, pois esta depende da comparagao dos resultados obtidos com os de valores de referencia 
preestabelecidos. Por outro lado, se o exame foi realizado com finalidade clinica, para verificar a abstinencia a 
droga de abuso durante o tratamento, o resultado esta diretamente ligado as condigoes analiticas adotadas que 
definem os criterios de positivo ou negativo. 

No Quadro 9.1, sao apresentados os valores de referencia das fases de triagem e confirmagao de algumas 
substancias, adotados no monitoramento do uso de drogas de abuso no ambiente de trabalho. 

Atuando nesses programas, e importante que as empresas tenliam o chamado MRO (medical review’ officer), 
medico responsavel por receber os resultados dos exames toxicologicos e, caso necessario, fazer as interpretagoes 
para adotar as devidas condutas medicas. 

Com o MRO, o processo torna-se independente, impartial e integro. Ele sera responsavel por determinar se 
existe uma explicagao medica legitima para resultados de exames confirmados laboratorialmente, adulterados, 
resultados positivos substituidos e invalidos dos exames; assegurar o fluxo adequado de resultado do exame e 
outras informagoes para os empregadores; alem de proteger a confidencialidade das informagoes dos exames 
toxicologicos. 26 

Comentarios finais 

Diversos estudos demostram o impacto negativo que o uso abusivo de substancias psicoativas ocasiona nas 
empresas, nos trabalhadores e nas suas familias. 



Quadro 9.1 Alguns valores de referenda da Substance Abuse and Mental Health Services Administration (SAMHSA), adotados em programas de 
monitoramento do uso de drogas de abuso no ambiente de trabalho; valores tambem adotados pela ANAC na RBAC n 1 2 120, com exce^ao da 
fencididina. 



Triagem 

Confirmacao 


Valores de referenda 


Valores de 

Substantia psicoativa 

(mg/m£) 

Analito pesquisado 

referenda (mg/m£) 

Anfetaminas 

500 

Anfetamina 

250 

AMP/MAMP 


Metanfetamina 


Metabolites da cocalna 

150 

Benzoilecgonina 

100 

Fencididina 

25 

Fencididina 

25 

Metabolitos do THC 

50 

THCA 

15 

MDMA 

500 

MDMA 

250 



MDA 




MDEA 

Metabolitos dos opiaceos 

2.000 

Codelna 

2.000 

codei'na/morfina 


Morfina 


Acetilmorfina 

10 

6-acetilmorfina 

10 


AMP: anfetamina; MAMP: metanfetamina; THC: A ’- tetraidrocanabinol; THCA: acido ll-Nor-9-carboxi-A '-tetraidrocanabmol; MDMA: 
3,4-metilenodioximetanfetamina (ecstasy); MDA: 3,4-metilenodioxianfetamina; MDEA: N-metilenodioxietilanfetamina. 


A prevengao custa sete vezes menos que o tratamento e a recuperagao de um empregado dependente de drogas de 
abuso, e custa quatro vezes menos que a contratagao de um novo trabalhador. Varios estudos apontam economia de, 
pelo menos, quatro a seis reais por real investido no desenvolvimento de programas de prevengao e tratamento. 2 

Assim, as empresas que investem no desenvolvimento e implementagao desses programas, alem de garantirem 
melhor qualidade de vida para seus empregados, lucram com a redugao de acidentes, absentelsmo, uso do convenio 
medico e afastamentos. 

Os exames toxicologicos sao importantissimos para o sucesso do programa, pois identificam os usuarios 
independentemente do padrao de uso; atuam decisivamente na dissuasao ao consumo; servem de reforgo secundario 
na adesao ao tratamento e na fase posterior de recuperagao e reinsergao social da pessoa. 

Um programa bem estruturado e aplicado corretamente possibilita a todo o corpo funcional da empresa adquirir 
conhecimentos para entender a agao das drogas de abuso e seus efeitos nocivos, e capacita-os a se posicionarem 
sem preconceitos frente aos problemas de uso, abuso e dependencia as drogas de abuso no ambiente de trabalho. 
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CapitulolO 

Monitoramento Biologico da Exposigao Ocupacional 


Edna Maria Alvarez Leite 


Introdu^ao 

O monitoramento e entendido como uma atividade sistematica de medidas e interpretagoes, realizado com o 
objetivo de prevenir o aparecimento de efeitos adversos decorrentes de uma exposigao. Nele, podem ser utilizados 
parametros ambientais (monitoramento ambiental) ou biologicos (monitoramento biologico), essencialmente com a 
finalidade preventiva. A avaliagao da exposigao ocupacional, efetivada por meio desses dois monitoramentos, 
busca: 1 

• Prevenir o aparecimento de doengas ocupacionais ao identificar exposigoes excessivas, antes que efeitos 
adversos sejam instalados 

• Estimar o risco a saude do trabalhador 

Avaliar a efetividade de medidas de controle, ambientais e individuals, estabelecidas nos locais de trabalho. 

Algumas vezes, os parametros medidos e interpretados nao se relacionam com a prevengao de um efeito adverso, 
mas sim com o diagnostico precoce de um estado patologico inicial; nestes casos, nao ocorre mais monitoramento 
da exposigao, mas sim a chamada Vigilancia da Saude. 

Monitoramento biologico 

Manno et al. (2010) 2 definem monitoramento biologico (MB) como “medidas repetidas e controladas de 
marcadores quimicos ou bioquimicos, em amostras biologicas provenientes de trabalhadores que estao, foram ou 
serao expostos a agentes quimicos, fisicos ou biologicos no ambiente de trabalho ou no ambiente geral”. Para 
varios toxicologistas, no entanto, o monitoramento biologico esta associado a exposigao aos agentes quimicos no 
meio ocupacional ou ambiental. 

Como mencionado, o MB e considerado uma complementagao do monitoramento ambiental, e torna-se 
desnecessario quando a avaliagao ambiental indicar exposigao ocupacional inadequada, uma vez que o homem, por 
motivos eticos, nao pode ser utilizado como um amostrador individual. 

O MB, alem dos objetivos comuns a avaliagao da exposigao ocupacional, podera auxiliar na interpretagao de 
testes clinicos duvidosos dentro de um programa de vigilancia da saude. 2 No MB, e essencial, para a sua 
confiabilidade, a existencia previa de um planejamento apropriado com protocolos definidos de implementagao, 
escolha correta da amostragem (incluindo coleta, armazenamento e transporte) e de um metodo analitico a ser 
utilizado, alem de um rigoroso criterio de interpretagao dos resultados obtidos. 12 

Alem disso, na realizagao do monitoramento biologico, e essencial que haja um parametro quimico, bioquimico 
ou biologico que possa ser medido e avaliado e que expresse uma correlagao com a exposigao ou com a eventual 





agao do xenobiotico no organismo. Esse parametro e denominado biomarcador, bioindicador ou indicador biologico. 

Considerando o tipo de correlagao expressa pelo biomarcador, foram estabelecidos no Assessment of Toxic 
Agents at the Workplace, organizado pela CCE/NIOSH/OSHA (1980) e por Henderson e Zielhius (1987), dois 
tipos de avaliagao biologica: 4 

• Monitoramento biologico - MB: corresponde a medida e avaliagao de xenobioticos, ou de seus metabolites, em 
uma amostra biologica (tecidos, fluidos, secregoes, excregoes, ar expirado), objetivando estimar a exposigao ou 
o risco a saude, quando comparada a uma referencia apropriada. Essa avaliagao e correlacionada ao amplo 
conceito de “dose interna”, que tanto pode representar a concentragao do xenobiotico absorvido pelo organismo 
quanto a quantidade da substancia que foi distribuida e esta, por exemplo, acumulada em determinado local, ou 
entao, presente em um sitio de agao 

• Monitoramento biologico de efeito - MBE: medida e avaliagao de efeitos biologicos precoces, nao toxicos, em 
uma amostra biologica, objetivando estimar a exposigao ou o risco a saude, quando comparada a references 
apropriadas. 

Revisando os estudos relacionados com as avaliagoes biologicas existentes, e considerando o amplo significado 
do termo “dose interna”, o Scientific Committee on Occupational Exposure Limit (SCOEL) da Comission of the 
European Communities (CCE) reclassificou, em 1999, a MB em tres categorias distintas: monitoramento biologico 
de exposigao (MBEx) - medida e avaliagao de xenobioticos e seus produtos de biotransformagao em amostras 
biologicas; monitoramento biologico de dose efetiva (MBDE) - medida da concentragao da substancia ativa que se 
encontra no local de agao; e monitoramento biologico de efeito (MBE) - medida de efeitos biologicos, nao adversos 
e reversiveis, em amostras biologicas.'' E importante lembrar que o monitoramento biologico de dose efetiva torna- 
se viavel quando o local de agao do xenobiotico e um orgao ou tecido acessivel ou, entao, quando existirem 
biomarcadores de dose biologicamente efetiva disponiveis. 2 

Na busca pela manutengao da saude ocupacional, algumas vezes sao medidos parametros biologicos que ja se 
correlacionam com o aparecimento de um efeito adverso; ou seja, que diagnosticam o aparecimento de um estado 
patologico. E essencial, no entanto, que esse diagnostico ocorra o mais precocemente possivel, objetivando evitar a 
instalagao da doenga ocupacional. Medidas e avaliagoes que possibilitam essa detecgao precoce compoem a 
vigilancia da saude (VS). 

Denominada, tambem, como vigilancia medica ou monitoramento medico, a VS foi conceituada no Assessment 
of Toxic Agents at the Workplace da CCE/NIOSH/OSHA como a realizagao de exames medico-fisiologicos 
periodicos dos trabalhadores expostos, objetivando proteger a saude e prevenir a doenga ocupacional. Muitas vezes, 
os exames utilizados na VS apresentam pouca especificidade em relagao a exposigao. Por exemplo, as provas de 
fungao hepatica utilizadas com a finalidade de diagnosticar precocemente uma intoxicagao ocupacional podem estar 
alteradas por varios agentes hepatotoxicos, assim como por diversas doengas do figado, ingestao de bebidas 
alcoolicas e outros fatores. O mesmo ocorre em relagao aos exames hematologicos, neurologicos, nefrologicos, 
entre outros, disponiveis para a vigilancia medica da exposigao. 4 Analisando-se a significance dos processos 
utilizados na avaliagao da exposigao ocupacional (monitoramento e vigilancia da saude), observa-se sua estreita 
correlagao com as etapas do fluxo continuo existente entre a exposigao e o aparecimento de efeitos toxicos, que 
compoem as fases da intoxicagao (Figura 10.1). 

■ Biomarcadores 

O termo biomarcador, lato sensu, pode ser definido como “alteragoes moleculares, bioquimicas ou celulares, em 
processos, estruturas ou fungoes, medidas em um sistema ou amostra biologica, seja ela, tecidos, celulas ou 
fluidos”. 2 

A ampliagao desse conceito ocorreu no inicio dos anos 2000, quando o National Institute of Health passou a 
definir biomarcador como “caracteristicas biologicas que podem ser objetivamente medidas e avaliadas como 
indicador de processos biologicos normais, processos patologicos e respostas farmacologicas a uma intervengao 
terapeutica”. 6 
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Figura 10.1 Representagao esquematica da relagao existente entre os processos de avaliagao da exposigao 
ocupacional e as etapas da transference de um xenobiotico do meio externo ao sitio de agao (fases da intoxicagao). 
MA: monitoramento ambiental; MBEx: monitoramento biologico de exposigao; MBDE: monitoramento biologico de 
dose efetiva; MBE: monitoramento biologico de efeito; VS: vigilancia da saude. Adaptada de Lauwerys e Hoet 
(1993). 16 

Os biomarcadores sao ferramentas uteis em varios campos de atuagao humana, tais como Medicina, Saude 
Ambiental, Toxicologia, entre outros. Pode ser uma medida fisica (peso, cor, espessura, pressao), quhnica 
(xenobioticos e metabolitos) ou biologica (alteragoes fisiologicas, celulares). 

Nos ultimos 15 a 20 anos, o emprego de biomarcadores no campo da Saude Ocupacional (Medicina e Toxicologia 
Ocupacional) tern crescido acentuadamente e, nele, o conceito de biomarcador, bioindicador ou indicador biologico 
(IB) inclui, necessariamente, a correlagao com uma exposigao ocupacional ou ambiental. ' 

Sao encontradas varias definigoes para biomarcador na literatura especializada. A definigao e a classificagao 
original de biomarcador foram elaboradas pelo Committee on Biological Markers do National Research Council 
(NRC) dos EUA, em 1987, e reformuladas em 1989. De acordo com o NRC, “biomarcador e uma mudanga 
induzida por um contaminante, em um componente bioquimico ou celular de um processo, de uma estrutura ou de 
uma fungao, que pode ser medida em um sistema biologico”. 9 






















Silbergeld e Davis (1994) 1(1 definem marcadores biologicos como “sinais fisiologicos que refletem exposigao, 
resposta celular precoce ou suscetibilidade inerente/adquirida, capazes de fornecer uma nova estrategia para 
solucionar alguns problemas toxicologicos”. 

Em 2001, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) conceituou biomarcador como “qualquer substancia, estrutura 
ou processo que pode ser medido no organismo, sendo capaz de predizer a incidencia de um efeito ou de uma 
doenga”. 11 

Jakubowski e Trzcinka-Ochocka (2005)' conceituaram esse tenno como “medidas especificas que refletem uma 
interagao entre um sistema biologico e um agente ambiental”. 

Para ser utilizado com seguranga, um biomarcador deve ser validado previamente, certificando-se de sua 
especificidade (probabilidade de um indicador biologico nao ocorrer na ausencia de uma exposigao especifica a um 
dado xenobiotico; ou seja, a capacidade de evitar o falso-positivo) e sensibilidade (capacidade de evitar o 
aparecimento de falso-negativo). Em outras palavras, um indicador biologico deve demonstrar especificidade para 
um xenobiotico ou grupo de xenobiotico; apresentar sensibilidade suficiente para distinguir diferentes niveis de 
exposigao, efeito ou suscetibilidade; ter seu valor basal, quando existir, bem estabelecido; apresentar uma relagao 
dose-resposta conhecida entre os niveis de exposigao e a sua concentragao no organismo; ter os fatores interferentes 
(<confounding factors ) e a variabilidade individual conhecida. Embora existam varios parametros biologicos que 
poderiam ser medidos no trabalhador em decorrencia de uma exposigao aos xenobioticos, ainda sao poucos os 
biomarcadores efetivamente utilizados no meio ocupacional. A periodicidade da determinagao dos indicadores 
biologicos e essencial para assegurar que qualquer alteragao inicial possa ser detectada em tempo habil; ou seja, 
mantendo-se o carater preventivo da MB. ! 

Schmidt, em comentario publicado em dezembro de 2006, no periodico Environmental Health Perspectives, 
destaca a classificagao dos tipos de biomarcadores que foi proposta por Perera e Weisntein (1982), 12 apresentando 
quatro categorias de indicadores biologicos: de dose interna, de dose biologicamente efetiva, de resposta biologica 
inicial e de suscetibilidade. 

Em 1987, o National Research Council (NCR) nomeia comissao para investigar como os biomarcadores estavam 
sendo desenvolvidos e utilizados na area de saude ambiental e, em decorrencia, classifica os biomarcadores em 
quatro categorias distintas, que sao utilizadas ate os dias atuaisf 513 

• Biomarcador de exposigao (incluem biomarcadores de dose interna e externa) 

• Biomarcadores de dose biologicamente efetiva 

• Biomarcadores de efeito (indicadores precoce da doenga, marcadores de comprometimento da saude ou de 
doenga reconhecida, eventos perifericos que predizem o comprometimento da saude) 

Biomarcadores de suscetibilidade (incluem caracteristicas geneticas, intrinsecas ou doengas preexistentes, que 
resultam em um aumento na dose interna, na dose biologicamente eficaz ou na resposta do tecido-alvo). 214 

E importante ressaltar que, na pratica, nem sernpre e possivel classificar um biomarcador dentro de uma unica 
categoria. Muitas vezes a significance toxicologica do indicador biologico e o proprio contexto no qual ele esta 
sendo usado poderao classifica-lo em diferentes categorias. Manno et al. (2010) 2 destacam, por exemplo, para 
exemplificar essa afirmativa, os adutos de benzeno-DNA determinados em linfocitos de individuos expostos. Essa 
determinagao podera representar tanto um biomarcador de exposigao quanto de efeito (uma vez que o benzeno e 
genotoxico) ou de suscetibilidade (indicam maior bioativagao do benzeno pela via do CYP2E1). 

Biomarcador de exposigao 

Corresponde a uma substancia exogena, seu metabolito ou o produto de uma interagao do xenobiotico com algum 
alvo celular ou molecular, que e medido em uma amostra biologica. Exemplos incluem compostos volateis no ar 
expirado, metais pesados no sangue ou urina, metabolites urinarios de compostos organicos, aduto de agentes 
genotoxicos com hemoglobina ou albumina, entre outros.' 11 

Os biomarcadores de exposigao correlacionam-se com a dose interna do xenobiotico e, por isso, tambem sao 
denominados indicadores biologicos de dose interna (IBDI). Podem expressar a concentragao da substancia 
absorvida apos a exposigao (p. ex., solventes inalterados no ar expirado), a concentragao nos orgaos e tecidos de 
armazenamento (p. ex., chumbo armazenado nos ossos) e, indiretamente, o grau de exposigao ambiental, desde que 


as concentrates dos biomarcadores se relacionem com as concentragoes do xenobiotico no ambiente de trabalho (p. 
ex., o tricloretanol urinario). 14 1 " 

A especificidade (ou seletividade) - definida por Ward e Henderson (1996) 1 como a probabilidade de um 
indicador biologico nao ocorrer na ausencia de uma exposigao especifica a um dado xenobiotico - e uma das 
caracteristicas importantes na validagao dos biomarcadores. 11 Considerando a especificidade dos biomarcadores, 
eles podem ser classificados como especificos e nao especificos (ou seletivos e nao seletivos). 18 

Em geral, os indicadores biologicos seletivos sao compostos inalterados ou metabolites especificos, em amostras 
biologicas, que nao sao encontrados no organismo na ausencia de uma exposigao ao xenobiotico. Como exemplo, 
pode ser citada a determinagao do acido metil-hipurico urinario, que e um metabolite especifico do xileno e nao e 
formado fisiologicamente no organismo humano. Alguns indicadores biologicos, que se correlacionam 
adequadamente com a absorgao ou exposigao a um dado xenobiotico, podem estar presentes no organismo humano 
mesmo sem a exposigao ocupacional; ou seja, poderiam ser considerados como medianamente seletivos. E o caso, 
por exemplo, do acido hipurico na exposigao ao tolueno ou do acido trans, trans -muconico urinario na exposigao ao 
benzeno. Quando um biomarcador pode ser detectado, mesmo na ausencia de exposigao a um dado xenobiotico, ele 
sera nao seletivo. Em geral, esses biomarcadores correlacionam-se a grupos de agentes toxicos que apresentam 
caracteristicas semelhantes, sendo incapazes de avaliar a exposigao a um membro isolado do grupo. E possivel citar 
como exemplo a determinagao de compostos diazoicos urinarios, na exposigao as aminas aromaticas primarias, ou a 
de tioesteres urinarios na exposigao a compostos eletrofilicos. 1 * 

Alem disso, e importante considerar que os biomarcadores de exposigao sendo, essencialmente, xenobioticos ou 
produtos de biotransformagao, apresentam cineticas diferentes no organismo e, dependendo da meia-vida biologica 
desses parametros, a significance de suas determinagoes devera ser considerada na avaliagao da exposigao 
ocupacional. O conhecimento da toxicocinetica desses indicadores biologicos e, tambem, essencial para a definigao 
do melhor momento para a coleta das amostras biologicas em que serao medidos os biomarcadores. 16 

Biomarcador de dose biologica efetiva 

Esses biomarcadores sao considerados, por alguns autores, como uma subdivisao dos biomarcadores de 
exposigao. 

Expressam a quantidade de xenobiotico que chega ao local-alvo e estao aptos para exercerem a agao biologica; 
expressam os estagios iniciais do percurso exposigao-intoxicagao (doenga). Em geral, sao biomarcadores 
substitutes ou perifericos; ou seja, determinados em tecidos perifericos como o sangue, por exemplo, que 
expressam o evento biologico/bioquimico desencadeado pela concentragao do xenobiotico no local de agao. 2 

Os biomarcadores de dose biologica efetiva mais conhecidos e estudados sao os adutos de DNA ou de proteinas 
resultantes da presenga do xenobiotico no local de agao (adutos de proteinas ou DNA formados pela anilina, pelo 
etileno, por metais etc.). 2 20 

Esses adutos, quando formados, representam a quantidade do xenobiotico que, ao chegar ao local de agao, foi 
capaz de reagir com macromoleculas essenciais. Ou seja, expressam a quantidade do agente quimico que foi 
absorvido, sofreu ativagao metabolica e ligou-se ao DNA celular. Essa ligagao, se nao reparada, podera resultar em 
efeitos toxicos (genotoxicos) postedormente. 20 

Biomarcador de efeito 

Os biomarcadores de efeito sao entendidos como alteragoes bioquimicas, fisiologicas ou comportamentais, 
precoces e reversiveis, que podem ser mensuradas em amostras biologicas e se relacionam com a agao do 
xenobiotico no organismo. Os biomarcadores de efeito, quando utilizados com finalidade preventiva, representam 
alteragoes biologicas nao adversas. Como exemplo de biomarcador de efeito, podem ser mencionados os adutos de 
DNA em exposigoes a agentes genotoxicos e substratos enzimaticos envolvidos nas etapas iniciais de um 
mecanismo de agao toxica, como a determinagao do acido A-aminolevulinico urinario (ALA-u) na exposigao aos 
compostos inorganicos de chumbo. 2 ' 14 

E importante enfatizar que alguns biomarcadores podem se correlacionar tanto com a prevengao do aparecimento 
de um efeito adverso quanto com a deteegao precoce de uma alter agao toxica, uma vez que seus niveis vao 
aumentando proporcionalmente a intensidade dos efeitos; e o caso da carboxiemoglobina em exposigao ao 
monoxido de carbono ou da metemoglobina na avaliagao da exposigao a agentes metemoglobinizantes. Esses 


biomarcadores podem ser utilizados, portanto, tanto no monitoramento biologico de efeito de uma exposigao quanto 
na vigilancia da saude do trabalhador exposto. Os biomarcadores de efeito, quando correlacionados com o 
diagnostico precoce da intoxicagao, costumam ser denominados “biomarcadores de efeito clinico inicial”. 2,12 

Para o estabelecimento dos biomarcadores de efeito, e desejavel que o mecanismo de agao da substancia seja 
conliecido, posibilitando que alteragoes biologicas iniciais no local-alvo do xenobiotico - que se correlacionam com 
a agao, mas nao ainda com os eventuais efeitos toxicos - possam ser estabelecidas e determinadas. 1 A OMS 
destaca, contudo, que as avaliagoes dos riscos e elaboragao de medidas regulamentares nao podem ficar a espera do 
total conliecimento do mecanismo de agao dos xenobioticos; e a incerteza em relagao ao desenvolvimento desses 
mecanismos nao pode bloquear as agoes de saude ocupacional que devam ser tomadas. 11,15 

Os biomarcadores de efeito podem ser classificados de diferentes maneiras, e uma delas decorre da sua 
especificidade; ou seja, esses indicadores podem ser, tambem, especificos (acido A-aminolevulinico urinario na 
exposigao aos compostos inorganicos de chumbo) e nao especificos (determinagao da atividade da 
acetilcolinesterase na exposigao aos praguicidas organofosforados). 

E comum classificar os biomarcadores de efeito conforme o orgao-alvo dos xenobioticos como, por exemplo, 
biomarcadores de neurotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, imunotoxicidade, genotoxicidade etc. Essa 
classificagao, embora adotada pela OMS, 15 deve ser empregada com cuidado ao utilizar os biomarcadores com 
objetivo preventivo; uma vez que, nessa situagao, nenhum efeito toxico foi ainda desenvolvido e o biomarcador 
sera, na verdade, o indicador de uma potencial agao toxica do xenobiotico que podera ser desenvolvida se a 
exposigao nao for minimizada. 

Muitas vezes, a agao de um xenobiotico ocorre em orgaos ou tecido nao perifericos, tornando dificil medir um 
parametro biologico relacionado com essa agao; ou seja, avaliar um biomarcador de efeito. No entanto, em muitos 
casos, observa-se que os parametros biologicos alterados pela agao do xenobiotico em tecidos e fungoes centrais de 
dificil acesso apresentam-se, tambem, alterados em tecidos perifericos que podem ser facilmente obtidos. Os 
parametros biologicos perifericos correspondentes as manifestagoes nos locais-alvo centrais dos xenobioticos sao 
denominados biomarcadores substitutes (ou perifericos) de efeito (ou de toxicidade). Mais comumente utilizados 
em medicina para o diagnostico e prognostico de varias doengas, os biomarcadores substitutes de efeito ou de 
toxicidade vein sendo, tambem, pesquisados na avaliagao da exposigao a xenobioticos. 7,21 

Lin et al. (2005) 4 consideraram importante conhecer a persistencia dos biomarcadores de exposigao e de efeito no 
organismo humano, no sentido de avaliar as suas significancias em termos do periodo de ocorrencia da exposigao. 
Os autores classificaram os indicadores biologicos em biomarcador de curta duragao (permanencia no organismo 
igual ou menor a 2 dias, refletindo uma exposigao do dia ou da semana); biomarcador de duragao intermediaria 
(permanencia maior que 2 dias e menor ou igual a 2 meses, expressando exposigao ocorrida em semanas ou meses 
atras); e biomarcador de longa duragao (permanencia no organismo por mais de 2 meses, refletindo exposigoes em 
meses ou anos anteriores). 

Biomarcador de suscetibilidade 

Sao conceituados como indicadores que se relacionam com a habilidade individual de um organismo em 
responder a uma exposigao ao xenobiotico. Identificam aqueles individuos que poderao apresentar, por alteragoes 
geneticas ou adquiridas, uma resposta exacerbada e inesperada a exposigao a um dado xenobiotico. Esses 
biomarcadores podem incluir erros inatos do metabolismo, diferengas nos niveis de imunoglobulinas ou outras 
variagoes de origem genetica, ou adquiridas ambientalmente, que determinem alteragoes na toxicocinetica ou 
toxicodinamica de um xenobiotico. 

Esses biomarcadores representam, talvez, o maior potencial de contribuigao que os indicadores biologicos 
poderiam dar a avaliagao e ao gerenciamento do risco ocupacional, uma vez que podem revelar variagoes individuals 
na exposigao, na cinetica e na dinamica dos xenobioticos. Apresentam-se como boa perspectiva para uma estimativa 
mais refinada dos riscos, individual e populacional, existentes no meio ocupacional. 

O National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) por meio das pesquisas encampadas pelo 
Enviromnental Genome Project (EGP), criado em 1998, vein demonstrando diversas variaveis geneticas que podem 
resultar em diferentes respostas a uma exposigao ocupacional e, portanto, serem utilizadas como biomarcador de 
suscetibilidade. Alguns exemplos de alteragoes que estao sendo empregadas como indicador de suscetibilidade sao 
os polimorfismos de nucleotidios simples (PNS ou SNP, single nucleotide polymorphisms ) de algumas enzimas 


envolvidas na biotransformagao dos xenobioticos. Estudos demonstram que cerca de 10% da populagao caucasiana 
apresenta variagao em um gene do Cit P450 (CYP1A1), capaz de aumentar a velocidade da fase I da 
biotransformagao. A maior atividade metabolica do organismo podera resultar na produgao aumentada de 
metabolites reativos associados ao aparecimento de cancer pulmonar. Em contrapartida, cerca de 50% dessa 
populagao nao apresenta um dos genes (GSTM1) da glutationa-S-1 rans(erase, enzima que possui importante fungao 
na desativagao de metabolites ativos provenientes da fase I da biotransformagao, que podem estar envolvidos com o 
aparecimento de cancer de bexiga e pulmao. Esses e outros polimorfismos geneticos podem aumentar 
significativamente o risco toxico de varios xenobioticos. 4 Muitas vezes, no entanto, a aplicagao pratica desses 
biomarcadores toma-se dificil, posto que essas alteragoes podem ser desencadeadas por outros fatores ambientais 
ou fisiologicos; algumas suscetibilidades geneticas variam de acordo com a dose ou concentragao dos xenobioticos 
e existem interagoes de genes suscetiveis entre eles mesmos. Tudo isso dificulta a caracterizagao de uma 
suscetibilidade individual. 1, 

Schmidt (2006) 12 comenta que, ao longo dos anos, o enorme entusiasmo despertado pelo uso dos SNP como 
biomarcadores de suscetibilidade vem sendo arrefecido pela falta de uma correlagao conclusiva entre os SNP 
envolvidos e a doenga observada. 

Apesar dos varios estudos e dos muitos biomarcadores ja propostos, os testes geneticos de suscetibilidade 
realizados com a finalidade de prevenir as doengas ocupacionais (biomarcadores de suscetibilidade) ainda sao pouco 
relevantes, frente ao baixo valor prognostico dos mesmos, sendo necessaria melhor validagao dos mesmos. 2 ’ 5 Outro 
ponto a ser considerado na aplicagao e consolidagao do uso desses biomarcadores refere-se aos aspectos eticos e 
sociais de sua aplicagao. Embora a essencia da utilizagao desses indicadores biologicos seja a maior protegao dos 
trabalhadores, algumas vezes, a detecgao de uma suscetibilidade individual a um xenobiotico, ou a um conjunto 
deles, pode resultar em estigmatizagao e discriminagao do trabalhador e, ate mesmo, levar a industria ou empresa a 
dispensar o trabalhador em vez de remaneja-lo, como desejavel, para outra segao ocupacional isenta da exposigao ao 
agente toxico especifico. 122 

Nos ultimos anos, tern aumentado o interesse no estudo e na aplicagao de biomarcadores que apresentam 
significance toxicologica especifica. Entre eles, estao os biomarcadores de genotoxicidade como, por exemplo, a 
avaliagao de aberragao cromossomica na exposigao ocupacional aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, o 
ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese na avaliagao da agao carcinogenica de xenobioticos como o 
formaldeido etc. O emprego das tecnologias “omicas” (genomica, transcriptomica, proteomica, metabolomica etc.), 
no estudo e desenvoivimento de novos biomarcadores ocupacionais ou ambientais, tambem vem crescendo nos 
ultimos anos. Novos biomarcadores para avaliar a exposigao aos compostos volateis organicos (VOC) e aos metais 
estao sendo pesquisados por meio dessa tecnologia, assim como a utilizagao da expressao de mRNA de CYP2E1 
em linfocitos perifericos, como um potencial biomarcador de efeito para o tolueno. 2 20 ' 2 ’' 24 

■ Aplicagao pratica dos biomarcadores 

Como mencionado anteriormente, os biomarcadores podem ser utilizados no monitoramento de uma exposigao 
individual, na exposigao de grupos de trabalhadores ou em avaliagoes epidemiologicas. Para serem adequadamente 
utilizados, os biomarcadores, depois de propostos, devem ter sua validade comprovada e sua determinagao analitica 
validada. 

Para que os biomarcadores sejam capazes de expressar a avaliagao de uma exposigao ocupacional, suas 
concentragoes encontradas nas amostras biologicas devem ser mantidas dentro de patamares quantitativos 
apropriados. Existem dois tipos de patamares que devem balizar a interpretagao quantitativa dos biomarcadores, a 
saber: o intervalo de referenda, derivado de individuos nao expostos (valor de referenda) e os indices biologicos de 
exposigao-IBE. 

■ Valor de referenda 

Os valores de referenda (VR) correspondem as concentragoes dos biomarcadores detectados em individuos nao 
expostos ocupacionalmente ao xenobiotico em estudo; ou seja, ao valor basal do biomarcador. 2 A determinagao 
do VR e importante no monitoramento biologico da exposigao ocupacional, para comparagao de niveis encontrados 
nos trabalhadores expostos, especialmente a baixos niveis da substancia quimica, com os da populagao nao exposta 


ocupacionalmente. Alem disso, podem fornecer base cientifica para pesquisas biomedicas de doengas causadas 
pelos respectivos agentes taxicos. 26 

Em estudos para determinagao dos valores de referencia, as concentragoes individuals encontradas na populagao 
ensaiada tem sido bastante variaveis e, por isso, e estabelecido o chamado intervalo de referencia que corresponde a 
faixa de concentragao do biomarcador que content a maior parte dos resultados analiticos encontrados (em geral, 
95%). 27 

Varios fatores, como habitos individuals, tipo de alimentagao e fatores ambientais, contribuem para a variagao no 
valor basal dos biomarcadores entre os individuos de uma populagao e, tambem, entre populagoes de diferentes 
regioes. Dessa maneira, idealmente, seria necessario o estabelecimento dos valores de referencia por regioes, o que, 
do ponto de vista pratico costuma ser inviavel. 

Para que o VR encontrado em um dado estudo possa ser confiavel e representative, e necessario avaliar 
cuidadosamente a selegao dos individuos selecionados para a pesquisa (populagao de referencia) e os criterios de 
selegao, estratificagao e exclusao. Um ponto importante a ser considerado, no momenta do delineamento da 
populagao de referencia, e o numero de individuos (n) que compora essa populagao. Esse numero deve ser grande o 
suficiente para dar significancia estatistica aos resultados, mas nao tao grande a ponto de inviabilizar o estudo por 
questoes do custo financeiro. Alguns estudos estatisticos tem sido feitos nesse sentido e um numero minimo de 50 
voluntaries para cada criterio de estratificagao tem sido aceito como adequado. 26,27 

E recomendando que a populagao de referencia seja formada por individuos dos sexos feminino e masculino, 
sendo importante, tambem, diversificar as caracteristicas do grupo; ou seja, selecionar individuos de diferentes 
faixas etarias e com habitos de vida e atividades profissionais distintas. 22s Alem das caracteristicas individuals 
como o tabagismo e o consumo de alcool, e necessario considerar as influencias de fatores patologicos, geneticos 
(diferentes grupos etnicos apresentam caracteristicas bioquimicas e imunologicas distintas), ambientais (poluigao 
ambiental, condigoes climaticas, situagao socioeconomica influenciando as condigoes de vida e habitos de higiene) e 
religiosos, sociais e culturais (p. ex., podem influenciar a dieta dos individuos). 2 2N 

Apos a determinagao dos valores na populagao de referencia, os dados devem ser analisados estatisticamente, no 
sentido de serem estabelecidos o intervalo de referencia, o valor de referencia medio e as possiveis diferengas entre 
os subgrupos provenientes da estratificagao da populagao de referenda. 27 2X 

Oliveira e Siqueira (2003), 27 com base em estudos de outros autores, relatam que alguns parametros devem ser 
disponibilizados para a caracterizagao do valor de referencia; entre eles, o conhecimento da distribuigao dos dados 
obtidos. Se a tendencia a normalidade nao for encontrada com os dados obtidos, e desejavel a transformagao dos 
valores objetivando obter uma distribuigao normal. Assim, o estudo estatistico empregando-se testes estatisticos 
parametricos podera ser realizado. Em estudos com um n aproximado de 120 determinagoes, quando a distribuigao 
dos dados for normal, o valor de referencia pode ser expresso como media ± desvio padrao ou intervalo de 
confianga de 95%. Contudo, e necessario considerar que nem sempre e viavel, do ponto de vista pratico e 
economico, a obtengao de um grupo com um n tao elevado. 

Kuno, Roquetti e Gouveia (2010) 2N apresentam propostas de diferentes organismos e autores para os calculos do 
VR e do intervalo de referencia. Quando os dados apresentam uma distribuigao normal, o valor de referencia pode 
ser expresso como media ± 2 desvios padrao (VSR, valor superior de referenda) ou o valor dos percentis 90 ou 95 
para qualquer tipo de distribuigao. O intervalo de confianga de 95% dos valores representaria o intervalo de 
referencia. 

Esses valores servem como parametros indicatives de uma possivel exposigao ocupacional. Como norma geral, 
um grupo de individuos pode ser caracterizado como “exposto ocupacionalmente”, se todos os trabalhadores do 
grupo apresentarem biomarcadores com concentragoes superiores a metade do valor superior de referencia 
estabelecido. 4 

E possivel observar que um estudo para determinagao de VR de biomarcadores apresenta dificuldades de 
organizagao e custo. Esse fato pode ser um dos motivos que levou o Brasil a adotar nacionalmente valores de 
referencia provenientes de estudos realizados em outros paises, o que se apresenta como uma medida inadequada 
frente as diversas caracteristicas individuals, clinicas, ambientais e socioeconomico-culturais existentes entre as 
diferentes populagoes e paises. 



■ Indices biologicos de exposigao 

Representam as concentragoes dos biomarcadores que podem indicar uma exposigao ocupacional inadequada, se 
ultrapassadas. Esses valores podem ser obtidos por dois caminhos distintos: 

• Estudos principalmente epidemiologicos, referentes as relagoes dose-efeito e dose-resposta. Os indices obtidos 
nesses estudos possibilitam a avaliagao direta do risco a saude e baseiam-se nas determinagoes do xenobiotico 
ou seu produto de biotransformagao em uma amostra biologica - sao os chamados indices biologicos de 
exposigao diretamente relacionados com a saude. Apesar da sua grande utilidade, sao poucos os IBE 
relacionados com a saude estabelecidos atualmente. Com exemplos, podem ser citados os indices estabelecidos 
para o chumbo no sangue, cadmio no sangue e em urina, mercurio na urina, fluoreto urinario, 
carboxiemoglobinemia, metemoglobinemia e atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria. Esses indices podem 
variar ao longo do tempo, a medida que a evolugao cientifica e tecnologica possibilita o descobrimento de novas 
agoes toxicas dos xenobioticos 

• Correlagao dos linrites ocupacionais estabelecidos. Representam os niveis dos biomarcadores que mais 
provavelmente serao observados em amostras biologicas coletadas de trabalhadores saudaveis expostos 
(geralmente por via pulmonar) a concentragoes de substancias quimicas semelhantes as estabelecidas como 
limites de exposigao ocupacionais. Para o estabelecimento desses indices biologicos, alem do conliecimento 
adequado dos locais de trabalhos e da certeza de que os limites de exposigao ocupacional estabelecidos sao 
realmente apropriados, e necessario que haja dados provenientes de estudos de exposigao controlada, 
conliecimento do delineamento toxicocinetico do xenobiotico no organismo e uma correlagao entre os valores 
ambientais e biologicos obtidos. Apesar disso, podem existir inconsistencias entre os dados advindos dos 
monitoramentos ambientais e biologicos, nao apenas devido a fatores relacionados com o trabalho, mas tambem 
em decorrencia de exposigoes nao ocupacionais, de fatores fisiologicos, clinicos e nutricionais dos individuos, 
alem de variaveis metodologicas e de coleta das amostras. 

Embora varios paises estabelegam e publiquem os seus indices biologicos de exposigao, os valores adotados por 
duas organizagoes intemacionais sao os utilizados/adaptados pela maioria dos paises que nao dispoem de seus 
proprios grupos de pesquisa para este firm Sao elas: American Conference of Governmental Industrial Hygienists 
(ACGIH, dos EUA), que estabelece o chamado BEI ( biological exposure indices ) e o Deutsche 
Forschungsgemeinschaft (DFG, da Alemanha) que utiliza o BAT ( biologiche arbeitsstoff-toleranz-wert). Esses 
dois indices diferem com relagao a suas definigoes e significados. 5-29-30 

Os denominados BEI, da ACGIH, representam valores dos biomarcadores que mais provavelmente serao 
observados em amostras biologicas coletadas de trabalhadores que estiverem expostos aos xenobioticos como limite 
de exposigao ocupacional permitido ou TLV ( threshold limit value). Tal limite considera uma jornada de trabalho de 
8 h diarias, 40 h semanais, e representa valores-guia de orientagao para avaliar o resultado do monitoramento 
biologico. Podem ser ultrapassados em alguns individuos de um grupo de trabalhadores estudados, e nao devem ser 
utilizados como uma medida de efeitos adversos ou para o diagnostico de doenga profissional. A ACGIH relaciona 
esses indices biologicos com a higiene ocupacional e indica uma redugao da exposigao ocupacional quando os 
valores dos biomarcadores permanecem superiores aos BEI por um longo periodo de tempo ou quando um 
significativo numero de trabalhadores, dentro do grupo de exposto estudado, apresenta valores superiores aos 
indices estabelecidos .'' 29 

Os BAT, da DFG, sao definidos como a maxima concentragao permitida dos biomarcadores, em uma amostra 
biologica ainda nao associada a um desvio de saude. Sao considerados “valores-teto” do biomarcadores e se 
propoem a proteger os trabalhadores de disfungoes organicas decorrentes da exposigao ocupacional. Para as 
substancias carcinogenicas, no entanto, o DFG estabelece os chamados Expositions Equivalent fur Krebserzengende 
Arbeitsstoffe (EKA), que nao estao associados a parametros de saude, mas aos limites de exposigao ocupacional, 
como os BEI. 5,30 

A interpretagao das determinagoes dos biomarcadores e significativamente mais dificil do que a dos dados 
obtidos em um monitoramento ambiental, provavelmente em razao da complexidade de fatores que podem 
influenciar a analise biologica; entre eles, a estrategia de amostragem, as diferengas nas toxicocineticas dos 
xenobioticos e de seus metabolites, as variaveis na maneira de expressar os resultados analiticos (p. ex., os 


resultados urinarios podem ser corrigidos pela concentragao de creatinina, por gravidade especifica ou por taxa de 
excregao), entre outros. E provavel que a maior dificuldade das autoridades legislativas de diferentes paises em 
entender e interpretar os dados biologicos justifique o fato de as recomendagoes provenientes da MB nao serem 
utilizadas, como padroes legais, como o sao as decorrentes das avaliagoes ambientais. 

O Brasil, ao contrario da maioria dos paises onde os indices biologicos de exposigao sao utilizados como guias 
de recomendagoes para a tomada de decisoes relativas a protegao da saiide dos trabalhadores, divulgou os IBE em 
uma Norma Legal, a Norma Regulamentadora n- 7, do atual Ministerio do Trabalho e Emprego, que, em seu 
Quadro 1, relaciona os valores permitidos de alguns biomarcadores. 1 Os indices biologicos permitidos no Brasil, 
denominados ate 1994 como limites de tolerancia biologicos (LTB), foram alterados naquele ano; assim, surgiu a 
nova denominagao - indice biologico maximo permitido (IBMP). 31 Os IBMP sao definidos como o valor maximo 
do indicador biologico para a qual se supoe que a maioria das pessoas ocupacionalmente expostas nao corre risco de 
dano a saude. A ultrapassagem desse valor significa exposigao excessiva. A maioria deles foi obtida de 
extrapolagoes dos BEI americanos e, por isso, nem todos podem ser correlacionados com a saude do trabalhador, 
mas s im com os limites de tolerancia (LT) estabelecidos no Brasil para um xenobiotico especifico. 

No Quadro 10.1, e mostrada uma adaptagao do Quadro 1 da NR-7 brasileira que relaciona, para alguns 
xenobioticos ocupacionais, os biomarcadores propostos para os seus monitoramentos, os VR de normalidade e os 
IBMP. 

A utilizagao dos biomarcadores na avaliagao individual de trabalhadores torna-se necessaria quando os niveis do 
xenobiotico no ar ocupacional estao proximos aos limites permitidos. Os valores encontrados devem ser 
comparados com os indices biologicos de exposigao que, no Brasil, sao o VR e o IBMP. O emprego dos 
biomarcadores na avaliagao individual, no entanto, pode nao ser adequado quando o biomarcador tern sua 
concentragao no organismo alterada por fatores individuals, fisiologicos, patologicos, ambientais, ou quando 
apresentar um valor de referenda muito elevado. Nesses casos, torna-se necessario realizar a avaliagao ocupacional 
em um grupo de trabalhadores. 

Na avaliagao de grupos de trabalhadores, para que os resultados obtidos possam ser utilizados com seguranga, e 
necessario que o grupo seja suficientemente grande e homogeneo, em relagao a atividade ocupacional, intensidade 
da exposigao, sexo e, para alguns xenobioticos, tempo de trabalho. E essencial, portanto, selecionar o chamado 
grupo homogeneo de exposigao (GHE). 

Quanto menos variavel for a exposigao ocupacional dos trabalhadores, maior sera a confiabilidade dos resultados 
encontrados, para a avaliagao da exposigao. Assim, por exemplo, a avaliagao biologica de um grupo formado por 
trabalhadores que se locomovem durante a jornada de trabalho ou que desenvolvem atividades variadas ao longo do 
dia sera menos confiavel do que a avaliagao de um GHE. 

Para interpretar os resultados obtidos em um grupo homogeneo de exposigao, e recomendado considerar os dados 
de todo o grupo. A simples determinagao do valor medio e do desvio padrao nao e suficiente para avaliar a 
exposigao, sendo necessario observar, tambem, os valores individuals encontrados. Valores individuals muito 
discrepantes dentro do grupo nao devem ser considerados estatisticamente na interpretagao do resultado, e 
tampouco serem tratados como indicios de danos a saude. Os trabalhadores que apresentaram esses resultados 
devem ser avaliados individualmente, objetivando-se encontrar medidas corretivas especificas para as suas 
exposigoes. 

Existent diferentes metodos para interpretar os resultados obtidos, em termos da avaliagao da exposigao do GHE. 
Um deles, apresentado por Buschinelli e Kato (1989) 32 e ainda bastante utilizado no Brasil, propoe que, se o valor 
medio do biomarcador encontrado para o grupo e todos os valores individuals for menor ou igual ao do IBMP, a 
exposigao ocupacional podera ser considerada adequada. Nessa interpretagao, e aceita a variagao maxima de 5% dos 
resultados individuals acima do IBMP, se a media do grupo estiver menor que o IBMP. 

Os dados obtidos com os biomarcadores, em estudos de grupos de trabalhadores, podem ser utilizados em 
estudos epidemiologicos prospectivos ou transversals. Os estudos epidemiologicos prospectivos podem ser 
utilizados, por exemplo, naqueles de avaliagao da intensidade de uma exposigao ao longo do tempo, o que 
possibilita acompanhar a eficacia de medidas de controle realizadas no ambiente. Alem disso, podem ser utilizados 
para acompanhar a correlagao dos biomarcadores com a manutengao do estado de saude de trabalhadores expostos, 
ao longo dos anos. E importante lembrar que uma exposigao considerada segura nos dias de hoje pode tornar-se 



inadequada no futuro, uma vez que o conhecimento e a evolugao cientifica e tecnologica da especie humana vem 
tornando possivel detectar agoes adversas de xenobioticos, cada dia, em menores concentragoes. 122 ^ 

Quadro 10.1 Adapta^ao do Quadra 1 do Anexo 11 da Norma Regulamentadora n 2 7 (MT/Br,1994). 


Agente quimico 

Biomarcador 

Amostra 

VR 

IBMP 

Anilina 

p-Aminofenol 

Urina 

- 

50 mg/g creat. 


Metemoglobina 

Sangue 

Ate 2% 

5% 

Arsenico 

Arsenico 

Urina 

Ate 10 pg/g creat. 

50 pg/g creat. 

Cadmio 

Cadmio 

Urina 

Ate 2,0 pg/g creat. 

5,0 pg/g creat 

Chumbo inorganico 

Chumbo 

Sangue 

Ate 40 pg/100 m£ 

60 pg/100 m£ 


ALA 

Urina 

Ate 4,5 mg/g creat. 

10 mg/g creat. 


ZnPP 

Sangue 

Ate 40 pg/g creat. 

100 pg/g creat. 

Chumbo tetraetila 

Chumbo 

Urina 

Ate 50 pg/g creat. 

100 pg/g creat. 

Cromo hexavalente 

Cromo 

Urina 

Ate 5,0 pg/g creat. 

30 pg/g creat. 

Didorometano 

COHb 

Sangue 

Ate 1% para naofumantes 

3,5% para nao fumantes 

Dimetilformamida 

N-metilformamida 

Urina 

- 

40 mg/g creat. 

cs 2 

Acido 2-tiotiazolidina 

Urina 

- 

5,0 mg/g creat. 

Esteres organofosforados 

AChE eritrocitaria 

Sangue 

Determinaraatividade 

30% de DAI 

e carbamatos 

AChE plasmatica 

Sangue 

pre-ocupacional 

50% de DAI 


AChE total 

Sangue 


25% de DAI 

Estireno 

Acido mandelico e/ou acido 
fenilglioxi'lico 

Urina 

- 

0,8 g/g creat. 


Urina 


240 mg/g creat. 

Etilbenzeno 

Acido mandelico 

Urina 

- 

1,5 g/g creat. 

Fenol 

Fenol 

Urina 

20 mg/g creat. 

250 mg/g creat. 

Fluor efluoreto 

Fluoreto 

Urina 

Ate 0,5 mg/g creat. 

3,0 mg/g creat. IJ 

10 mg/g creat. FJ 

Hg inorganico 

Mercurio 

Urina 

Ate 5,0 pg/g creat. 

35 pg/g creat. 

Metanol 

Metanol 

Urina 

Ate 5,0 mg/£ 

15 mg/£ 

Metiletilcetona 

Metiletilcetona 

Urina 

— 

2,0 mg/£ 


Co 

COHb 

Sangue 

Ate 1% NF 

3,5 % NF 

n-Hexano 

2,5 hexanodiona 

Urina 

- 

5,0 mg/g creat. 

Nitrobenzeno 

Metemoglobina 

Sangue 

Ate 2% 

5% 

Pentadorofenol 

Pentadorofenol 

Urina 

- 

2,0 mg/g creat. 

Tetradoretileno 

Acido tridoracetico 

Urina 

- 

3,5 mg/£ 

Tolueno 

Acido hipurico 

Urina 

Ate 1,5 mg/g creat. 

2,5 mg/g creat. 

Tridoretano 

TCT 

Urina 

- 

40 mg/g creat. 

Tricoretileno 

TCT 

Urina 

- 

300 mg/g creat. 

Xileno 

Acido metil-hipurico 

Urina 

- 

1,5 g/g creat. 


Creat: creatinina; VR: valor de referenda; IBMP: Indice biologico maximo permitido; ALA: acido A-aminolevullnico; ZnPP: zinco- 
protoporfirina; COHb: cai'boxiemoglobina; NF: nao famantes; AChE: acetilcolinesterase; DAI: depressao da atividade inicial; IJ: inlcio da 
jomada de trabalho; FJ: final da jomada de trabalho; TCT: triclorocompostos totals. 


■ Fatores que influenciam os biomarcadores 

Ao serem analisados os resultados de um monitoramento biologico, e necessario considerar que os 
biomarcadores podem ser influenciados nao apenas pela atividade ocupacional, mas tambem por diversos fatores, 
tais como as caracteristicas e os habitos individuals e alguns parametros fisiologicos, nutricionais, clinicos e 
ambientais. Dentre os varios fatores interferentes, podem ser mencionados o sexo, o tabagismo e o consumo de 
alcool, a dieta, o uso de farmacos, alguns estados patologicos e interagao com outros xenobioticos. 1 ’ 4 ’ 19 ’ 25 26 32 33 

A influencia do sexo em alguns biomarcadores tern sido citada no caso de exposigao ao solvente clorado, 
tricloretileno (TRI). Este se concentra no tecido adiposo e fica rnais tempo retido na massa lipidica do organismo 
feminino, que e superior a do organismo masculino. 34 Isso implica que, durante a exposigao, a concentragao 
sanguinea de TRI e menor nas mulheres do que nos homens e, em consequencia, menos metabolites do solvente 
serao excretados pela urina feminina. Em contrapartida, essa tendencia se inverte apos a exposigao; a concentragao 
do TRI, no organismo feminino, 16 h apos a exposigao, pode ser cerca de 30% maior que a encontrada no homern. 
Essa caracteristica do TRI tern levado varios autores a propor a menor concentragao urinaria dos metabolites do 
solvente em mulheres expostas (a concentragao dos triclorocompostos totais em urina e o biomarcador de exposigao 
do solvente, adotado no Brasil). Outro biomarcador que pode ser influenciado pelo sexo e a determinagao da 
protoporfirina eritrocitaria em trabalhadores expostos aos compostos inorganicos de chumbo. Estudos tern 
mostrado que, em exposigoes semelhantes, os trabalhadores do sexo feminino apresentam valores rnais elevados do 
indicador biologico do que os do sexo masculino. " 

Entre os habitos individuals que podem interferir nos niveis dos indicadores, destacam-se, sem duvida, o 
tabagismo e o consumo de bebidas alcoolicas. 

Varios estudos tern mostrado a influencia do cigarro no monitoramento biologico de outro solvente clorado, o 
diclorometano. Esse composto e parcialmente biotransformado no organismo pelo Cit P 450 , originando o monoxido 
de carbono. Considerando que a determinagao da carboxiemoglobinemia e o biomarcador indicado no Brasil para 
monitorar a exposigao ao solvente, fica clara a influencia que o habito de fumar podera exercer na concentragao 
desse indicador biologico. 

As nitrilas alifaticas, como acetonitrila, acrilonitrila, isobutironitrila, sao utilizadas na produgao de fibras 
sinteticas e de derivados plasticos. Embora essas substancias nao fagam parte da NR-7, a literatura internacional 
especializada indica a determinagao do tiocianato-SCN plasmatico como biomarcador de exposigao. Como o tabaco 
dispoe de uma grande quantidade de substancias cianogeneticas, o monitoramento biologico dessas nitrilas, por 



meio do SCN, pode ser influenciado pelo habito de fumar e, provavelmente, pelo numero de cigarros fumados por 
dia. Outros exemplos de biomarcadores que podem ter suas concentragoes alteradas pelo cigarro sao cadmio na 
urina (o Cd pode estar presente nas folhas do tabaco) e benzeno no ar exalado (benzeno esta presente na combustao 
do tabaco). 14 

O alcool pode interferir na biotransformagao de varios solventes, alterando as concentragoes de seus 
biomarcadores - sejam esses metabolites ou compostos inalterados. A ingestao de etanol pode inibir a 
biotransformagao do xileno no organismo, resultando em um aumento da sua concentragao no sangue e uma 
redugao de ate 50% na excregao urinaria do acido metil-hipurico, principal metabolito e biomarcador de exposigao 
do xileno. O alcool inibe, tambem, a biotransformagao do metanol, aumentando a concentragao sanguinea e a 
excregao urinaria do composto inalterado (a concentragao do composto inalterado na urina e o biomarcador adotado 
pela legislagao brasileira para monitorar a exposigao ocupacional ao solvente). A agao inibitoria do etanol pode ser 
observada, ainda, nos casos de trabalhadores expostos ao TRI e que fazem uso de bebidas alcoolicas antes ou 
durante a exposigao. O alcool pode determinar um aumento de ate 70% na concentragao do solvente eliminado no ar 
expirado. No entanto, e importante lembrar que a ingestao cronica do etanol, como nos casos de alcoolismo, pode 
produzir efeito indutor sobre a biotransformagao desse solvente dorado, especialmente quando a exposigao ao 
solvente e elevada. 34 

E provavel que um dos fatores interferentes mais conhecidos atualmente seja a influencia da dieta na 
determinagao dos biomarcadores. Varios exemplos de interferencia podem ser citados, dentre eles do acido hipurico 
(AH), principal metabolito urinario do tolueno e empregado como biomarcador no biomonitoramento desse 
solvente. O AH e formado no organismo em decorrencia da conjugagao do acido benzoico, tambem formado 
durante a biotransformagao do tolueno, com a glicina. Varios alimentos content benzoatos, acido benzoico ou seus 
precursores em suas composigoes (frutas como ameixa e pessegos; alimentos e bebidas conservadas com benzoato 
como alguns tipos de paes, ketchup, mostarda, sucos de frutas e refrigerantes) e, uma vez ingeridos, darao origem a 
formagao fisiologica do AH. Estudos tern demonstrado que a ingestao de refrigerantes que contenham benzoato 
como conservantes pode produzir no organismo uma concentragao de acido hipurico, igual aquela excretada apos 
uma exposigao ocupacional a cerca de 200 mg/m de tolueno. 3 ' 1 

A dieta pode influenciar tambem a concentragao do acido trails, trans -muconico urinario, metabolito do benzeno 
adotado, no Brasil, como biomarcador de exposigao ao hidrocarboneto. Esse acido pode ser formado tambem 
durante o metabolismo do sorbitol, um agucar encontrado naturalmente em frutas (p. ex., magas, peras, pessegos, 
ameixas secas) e utilizado como edulcorante em varios alimentos, especialmente dieteticos. 

Pode ser citada, ainda, a interferencia da ingestao de peixes e crustaceos sobre os niveis de arsenico excretado 
pela urina, indicador biologico utilizado no monitoramento da exposigao ao metal e seus compostos. 

Ha poucos estudos a respeito das eventuais interferencias de alguns medicamentos sobre a formagao e excregao 
de biomarcadores. Ja foi demonstrado, no entanto, que o acido acetilsalicilico pode interferir na biotransformagao 
do xileno em acido metil-hipurico; e o fenilsalicilato, utilizado como analgesico, pode aumentar significativamente a 
excregao urinaria do fenol que, no Brasil, e adotado como indicador biologico de exposigao ao proprio fenol. 
Embora ainda nao exista um biomarcador a ser utilizado no monitoramento biologico da exposigao ocupacional ao 
aluminio (estudos estao em desenvoivimento nos EUA), sabe-se que o consumo de antiacidos a base de aluminio 
pode incrementar a concentragao urinaria e plasmatica deste metal no organismo. 26 Alguns medicamentos, como 
isocarboxazida (inibidor da monoaminoxidase e utilizado como antidepressivo), anfepramona (anorexigeno) e o 
femprobamato (miorrelaxante, ansiolitico) - podem aumentar a excregao fisiologica do acido hipurico pela urina. 

Algumas patologias, resultantes ou nao da agao do xenobiotico no organismo, podem interferir na concentragao e 
excregao de alguns biomarcadores. Podem ser citadas, como exemplos, a maior excregao urinaria do cadmio, em 
individuos que desenvolveram uma disfungao tubular em decorrencia da exposigao ao metal e a elevagao da 
protoporfirina eritrocitaria em individuos com deficiencia de ferro expostos a niveis baixos, ou nao expostos, ao 
chumbo. De maneira geral, disfungoes hepaticas, renais e pulmonares, principalmente, podem influenciar os valores 
dos indicadores biologicos, sobretudo quando estes sao metabolites ou excretados pela urina ou ar expirado. 25 ’ 26 

A interagao de xenobioticos e outro fator interferente que nao pode ser descartado, especialmente no caso 
ocupacional em que, sabidamente, varios compostos estao presentes concomitantemente no ambiente. Na 
coexposigao a benzeno e tolueno, por exemplo, pode ocorrer inibigao mutua da biotransformagao dos solventes; na 



de xileno e metiletilcetona, ha registro de inibigao do metabolismo do hidrocarboneto (os niveis de xileno podem 
estar cerca de 50% mais elevados no sangue e a excregao urinaria do acido metil-hipurico, bastante reduzida). 
Outras situagoes em que podem ocorrer interagoes sao na exposigao concomitante a xileno, tolueno e 
diclorometano; xileno e etilbenzeno; hexano e metiletilcetona, entre outras. 14 "'' ’ 3 ’'' 

Um fator fisiologico importante na detenninagao de biomarcadores urinarios e a variagao do fluxo ou densidade 
da urina ao longo do dia. Uma vez que nas analises toxicologicas ocupacionais, por motivos praticos, as amostras 
de urina sao coletadas de maneira pontual (spot samples ), a variagao diaria na densidade urinaria podera determinar 
uma grande flutuagao nos niveis do biomarcador. A detenninagao de biomarcadores realizada em amostras de urina 
muito diluidas ou muito concentradas pode nao refletir a real concentragao do biomarcador no organismo. 19 26,36-38 

A influencia da diluigao/concentragao da urina deve ser ajustada, e a maneira mais utilizada para isso, na MB, e a 
corregao das concentragoes dos biomarcadores urinarios por meio da concentragao de creatinina presente na 
amostra. A OMS (1996) 3N indica que as detenninagoes dos indicadores biologicos somente devem ser realizadas em 
amostras de urinas que apresentem concentragao de creatinina entre 0,3 g H e 3,0 g/ 1 . Em 1998, Foa e Alessio 
estreitam essa faixa de concentragao para 0,5 gli e 3,0 g/£. 26 
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Capitulo 11 

Monitoramento Terapeutico 


Silvia Regina Cavani Jorge Santos ♦ Cristina Sanches Giraud 


Introdu^ao 

O monitoramento terapeutico e uma area da farmacocinetica clinica que utiliza medidas laboratoriais pelo 
monitoramento das concentragoes do farmaco circulante na matriz biologica (sangue total, plasma ou soro), para 
fins de ajuste do regime de dose e otimizagao da farmacoterapia. O objetivo do monitoramento terapeutico e 
promover a individualizagao da terapia farmacologica para a maximizagao de eficacia e minimizagao de eventos 
adversos para o paciente que nao esta respondendo bem as doses usuais recomendadas. A utilidade dessa medida se 
refere a concentragao sanguinea do farmaco que se correlaciona a concentragao no sitio receptor (resposta 
farmacologica desse farmaco); esta correlagao baseia-se no principio da homogeneidade cinetica (Figura 11.1). 



Concentragao do farmaco nos tecidos 

Figura 11.1 Propriedade da homogeneidade cinetica correlaciona a concentragao do farmaco no plasma e nos 
tecidos, incluindo o sitio receptor. 










Espera-se, portanto, que qualquer alteragao que ocorra nas concentragoes plasmaticas no intervalo entre doses se 
reflita em alter agoes proporcionais do farmaco nos tecidos, incluindo o receptor farmacologico. Por outro lado, as 
concentrates sanguineas de um farmaco nao sao iguais numericamente as concentragoes nos tecidos, mas indicam 
com boa aproximagao como elas se alteram em fungao do tempo. Com base no principio da homogeneidade 
cinetica, apos administragao de uma dose intravascular ou extravascular de determinado farmaco, o desaparecimento 
deste e proporcional a sua concentragao no plasma, que decai exponencialmente em fungao do intervalo entre 
doses. 1-4 As concentragoes desse farmaco nos tecidos e no receptor farmacologico, bem como nos fluidos de 
excregao (urina e bile), obedecem tambem a essa mesma fungao matematica, conforme ilustrado na Figura 11.2. 
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Figura 11.2 Caminhos do farmaco no organismo apos sua administragao: curva de decaimento plasmatico em 
fungao do tempo apos administragao intravascular ou extravascular; Curva de impregnagao do farmaco no tecido; 
Curva de excregao urinaria acumulada para o farmaco inalterado e biotransformado. 


O estudo da variagao das concentragoes sanguineas de um farmaco no decurso de tempo, apos administragao do 
mesmo regime de dose a diferentes pacientes, tern fomecido informagao sobre a faixa de concentragao segura e 
efetiva requerida no tratamento de uma doenga especifica. 1 Essa faixa de concentragao do farmaco no plasma e 
denominada “janela terapeutica”. De acordo com as caracteristicas farmacocineticas, cada farmaco apresenta uma 
faixa de concentragao delimitada pelos valores inferior e superior, os quais definem a sua janela terapeutica. Esses 
valores numericos sao previamente definidos a partir da administragao de dose multipla dos regimes geralmente 
recomendados para aquele farmaco, impregnagao ou chegada ao estado de equilibrio, coleta de amostras sanguineas 
seguida da quantificagao do analito na matriz biologica de escolha; utiliza-se um metodo bioanalitico previamente 
validado e de escolha pelo facil acesso e rapidez na obtengao dos resultados, conforme ilustrado na Figura 11.3. 

Dentro da faixa terapeutica, espera-se que a efetividade do farmaco seja garantida; contudo, os eventos adversos 
relacionados com a toxicidade do farmaco tambem sao registrados. Na maioria das vezes, esses eventos adversos 
podem ser considerados sem relevancia clinica pela reduzida incidencia e baixo risco ao paciente. 

Por outro lado, quando as concentragoes plasmaticas do farmaco se encontram abaixo do limite inferior dessa 
faixa, registra-se, nesta situagao, ocorrencia de falha terapeutica, uma vez que os efeitos beneficos terapeuticos nao 






se manifestam. Assim, o paciente necessita da terapia com dose ajustada; neste caso, com base no controle 
terapeutico, ja descrito anteriormente. 

Adicionalmente, quando as concentragoes plasmaticas encontram-se acima do limite superior dessa faixa, ha 
grande probabilidade de que os efeitos terapeuticos sejam superados pelos eventos adversos relacionados com os 
diferentes graus de toxicidade e proporcionais aos niveis sanguineos do farmaco, aumentados no paciente. Ressalta- 
se ainda que nao ha uma linlia divisoria definitiva e absoluta que diferencie as concentragoes subterapeuticas das 
terapeuticas e das toxicas, para determinado farmaco, uma vez que outros fatores relacionados com o paciente 
devem ser considerados. 1 

Embora esse assunto diga mais respeito aos fatores que alteram a farmacocinetica, e importante sempre ter em 
mente a correlagao entre a farmacocinetica e a resposta farmacologica (farmacodinamica) no paciente para cada 
farmaco especifico. A farmacocinetica considera a variagao da concentragao plasmatica do farmaco no decurso do 
tempo a partir de um determinado regime de dose; ou seja, apos administragao de doses identicas em intervalos 
regulares (t: intervalo entre doses consecutivas), a concentragao do farmaco no plasma alcangara o estado de 
equilibrio e refletira a concentragao do farmaco no sitio receptor, que obviamente e diferente numericamente da 
concentragao plasmatica. 


Faixa terapeutica da teofilina 



Figura 11.3 Faixa de concentragao do farmaco no plasma, denominada janela terapeutica. 

Consequentemente, a farmacocinetica, as caracteristicas da resposta farmacologica de um farmaco e a correlagao 
de ambos devem ser compreendidas antes da predigao da resposta de um paciente a determinado regime de 
dose. 1,3-5 

A teofilina e um excelente exemplo de farmaco, cuja farmacocinetica e farmacodinamica sao bem conhecidas 
(Figura 11.4). Quando esse farmaco e administrado na mesma dose a uma populagao de pacientes, a concentragao 
plasmatica da teofilina vai depender da alta variabilidade na biotransformagao dessa metilxantina. Assim, 
concentragoes plasmaticas desse farmaco inferiores a 10 mg/f costumam ser consideradas inadequadas; como 
consequencia, para esse paciente em subterapia, sera necessario o ajuste do regime ou, ainda, a troca da formulagao 
para chegar ao alvo terapeutico e garantir a eficacia. 2 ’ 1 

Os farmacos, como a teofilina, apresentam estreita janela terapeutica, alem de baixa margem de seguranga, uma 
vez que concentragoes requeridas para garantir efetividade se encontram muito proximas daquelas que produzem 
toxicidade. Os eventos adversos (p. ex., nauseas e vomitos, taquicardia e nervosismo) estao relacionados com a 
concentragao plasmatica da teofilina superior a 20 mg/ £ . Portanto, uma serie de farmacos de baixo indice 
terapeutico deve ser considerada (Quadro 11.1), uma vez que o monitoramento terapeutico e uma ferramenta de 








rotina utilizada no laboratorio, para garantir a efetividade (niveis dentro da faixa terapeutica) com baixo risco de 
toxicidade no tratamento farmacologico. 6 



Concentravao plasmatica de teofilina (mg/l) 


Figura 11.4 Modelagem farmacocinetica-farmacodinamica. Curva de concentrapao plasmatica da teofilina e efeito, 
expressa pela capacidade respiratoria em pacientes asmaticos. 

Uma serie de fatores relacionados com farmacocinetica, fisiopatologia e condigoes socioambientais pode causar 
variabilidade na concentrapao plasmatica desses farmacos, afetando consequentemente a resposta farmacologica 
para o regime inicial ou empirico daquele de dose recomendada: 1 ’ |!l 

Quadro 11.1 Farmacos de baixo indice terapeutico comumente prescritos com a faixa terapeutica correspondente. 


Farmaco 

Faixa terapeutica 

Cidosporina 

100a400ng/m£ 

Digoxina 

0,9a2,0ng/m£ 

Fenitoma 

10 a 20 mg/£ 

Fenobarbital 

15 a 40 mg/£ 

Lidocaina 

1,5 a 5 mg/£ 

Li'tio 

0,6 a 1,4 mEq/£ 




Quinidina 

2 a 5 mg/£ 

Procainamida 

4a8mg/£ 

Teofilina 

10a20mg/£ 


• Fatores farmacocineticos 

0 Di ferenga na capacidade individual de biotransformar e excretar o farmaco (fatores geneticos) 

0 Variagao na absorgao devido a estados de doenga e extremos de idade, como nos recem-nascidos e nos 
idosos 

0 Agentes deslocadores do ligante circulante e formagao de complexos 

° Interagao farmaco-farmaco ou farmaco-alimento 

• Fatores fisiologicos 

0 Sexo: a depuragao plasmatica e mais rapida em homens que em mulheres, exceto para farmacos eliminados 
pelo CYP3A4 

0 Gravidez: aumento das concentragoes de farmaco livre em decorrencia da redugao das proteinas plasmaticas; 
aumento do metabolismo de alguns farmacos (fenitoina, indinavir) e redugao da depuragao da teofilina, por 
exemplo 

0 Idade: alteragao nas fungoes hepatica e renal, na proporgao de agua e de gordura corporal 

• Fatores patologicos 

° Insuficiencia hepatica: reduz a depuragao plasmatica de farmacos biotransformados pela via hepatica; no 
caso de farmacos de extensa ligagao as proteinas plasmaticas, ocorre aumento das concentragoes plasmaticas 
de farmaco livre e risco de toxicidade nas doses terapeuticas usuais 

° Insuficiencia renal: reduz a depuragao plasmatica com prejuizo da eliminagao de farmacos excretados por via 
renal; para farmacos de extensa ligagao as proteinas plasmaticas, ocorre aumento das concentragoes 
plasmaticas de farmaco livre e risco de toxicidade 

0 Doenga cardiovascular: redugao da biotransformagao pela diminuigao do fluxo sanguineo nos orgaos 
depuradores 

• Fatores socioambientais 

° Consumo de alcool: gera interagao farmacodinamica, podendo causar toxicidade e/ou redugao nas 
concentragoes plasmaticas de farmacos 

° Fumantes: ocorre redugao nas concentragoes plasmaticas de varios farmacos devido a indugao de 
determinados CYP; por exemplo, a teofilina pela indugao CYP 1A2. 

O monitoramento terapeutico do paciente possibilita a manutengao de concentragoes seguras e eficazes dentro da 
faixa terapeutica para farmacos de baixa margem de seguranga, com alteragao de conduta medica e de prescrigao da 
dose empirica para a terapia dose ajustada. No entanto, os resultados laboratoriais sao sempre interpretados pelo 
medico em relagao ao estado clinico do paciente, uma vez que apenas os dados numericos fornecidos nao garantem 
a efetividade e a seguranga do tratamento farmacologico para os farmacos de baixo indice. 

A realizagao do monitoramento terapeutico compreende a utilizagao de ensaios laboratoriais para determinagao da 
concentragao do farmaco, geralmente no plasma do paciente, e a interpretagao dos resultados e feita pela 
comparagao do dado obtido frente a faixa de referencia ou janela terapeutica para um regime terapeutico escolhido. 
A maior vantagem do controle e a maximizagao dos efeitos terapeuticos, bem como a minimizagao dos efeitos 
toxicos do farmaco. A prescrigao de novos regimes posologicos com base no monitoramento terapeutico envolve 
processos de tomada de decisao da equipe que assiste o paciente. 

Para a aplicagao dos principios farmacocineticos no monitoramento terapeutico, e necessario o conhecimento de 
todos os mecanismos de absorgao, distribuigao e eliminagao por meio de metabolismos e/ou excregao dos farmacos 
em estudo; alem disso, e preciso considerar as caracteristicas individuais (idade, sexo, caracteristicas geneticas, 
alimentagao/nutrigao, condigoes fisiologicas e interagoes medicamentosas). 


Dessa maneira, o monitoramento terapeutico e indicado quando: 

• Existe boa correlagao entre resposta farmacologica e concentragao plasmatica; o que possibilita predizer os 
efeitos farmacologicos com base na alteragao das concentragoes plasmaticas no intervalo entre doses 
consecutivas 

• Ocorre alta variabilidade interindividuos para as concentragoes plasmaticas do farmaco apos a mesma dose ou 
regime de dose 

• Existem varios produtos de biotransformagao com relevancia clinica que sao medidos juntamente com o 
farmaco inalterado, conferindo baixa seletividade 

• O farmaco apresenta baixo indice terapeutico; isto e, as concentragoes plasmaticas terapeuticas estao muito 
proximas das concentragoes toxicas 

• Os efeitos farmacologicos desejados nao podem ser obtidos de modo rapido e facil, como no caso de alguns 
farmacos exemplificados neste capitulo. 

Se, por um lado, o monitoramento terapeutico possibilita a alteragao de conduta medica e prescrigao da terapia 
com dose ajustada pela manutengao de concentragoes seguras e eficazes para os farmacos de baixa margem de 
seguranga, por outro lado, nao e recomendado, por exemplo, para farmacos anti-hipertensivos, uma vez que, alem 
do menor custo, e muito mais pratico e efetivo ser medida a pressao arterial em vez de efetuar o monitoramento 
plasmatico do farmaco e estabelecer sua correlagao com a efetividade do agente. Outros dois casos bem conhecidos 
na pratica medica estao relacionados com a recomendagao de terapia com dose ajustada, com base nos testes de 
coagulagao para a varfarina, por meio do tempo de protrombina e para a heparina, pelo tempo parcial ativado de 
tromboplastina. 

O valor do monitoramento terapeutico esta limitado nas seguintes situagoes: 

• Quando a faixa de concentragao plasmatica terapeutica nao esta bem definida 

• Quando a formagao de metabolites ativos dificulta o ajuste de dose pela medida da concentragao do farmaco 
inalterado, mas nao dos demais ativos 

• Quando os efeitos toxicos podem ocorrer tanto em baixas quanto em altas concentragoes plasmaticas do farmaco 

• Viabilidade farmacoeconomica. 

Para grande numero de farmacos, o monitoramento terapeutico e de grande utilidade quando as alteragoes no pico 
e no vale das concentragoes plasmaticas podem ser relacionadas com mudangas da farmacocinetica e o ajuste de 
dose exige o conliecimento adicional de alguns parametros, tais como meia-vida biologica, depuragao plasmatica e 
volume de distribuigao; esses conceitos, bem como equagoes e unidades, sao detalhados no boxe Termos mais 
utilizados em monitoramento terapeutico . 16,9 11 

O Quadro 11.2 descreve uma lista de farmacos frequentemente monitorados nos laboratories de farmacocinetica 
clinica. 

Por outro lado, denomina-se “regime posologico” a dose e a frequencia de administragao pela qual um farmaco e 
administrado em uma forma farmaceutica ao paciente. Tanto a duragao do tratamento como o regime de dose 
previsto dependem do alvo terapeutico definido; isto e, a cura ou o controle da doenga com determinado farmaco. 
Dada a complexidade do gerenciamento terapeutico durante o acompanliamento de um paciente, e necessario 
considerar ainda os fatores relacionados com o regime de administragao do medicamento (dose-intervalo entre 
doses consecutivas), os processos de transference do farmaco no sistema de compartimentos no organismo e o 
efeito farmacologico. Ressalta-se a necessidade de um balango desses fatores para a manutengao da efetividade do 
agente terapeutico, uma vez que ocorre a perda por eliminagao de uma fragao da dose administrada no decurso do 
tempo. Assim, as principals aplicagoes do monitoramento terapeutico sao descritas: 

• Monitorar a adesao a farmacoterapia 

Monitorar a terapia no inicio do tratamento pela alteragao do regime 

• Reduzir toxicidade 

• Registrar interagao farmaco-farmaco 

• Guiar a retirada da farmacoterapia. 



Quadro 11.2 Farmacos monitorados no sangue dos pacientes em alta e baixa frequencia pelos laboratories de farmacocinetica ch'nica. 8 


Classefarmacologica 

Alta frequencia 

Baixa frequencia 

Anticonvulsivantes 

Fenitoina, carbamazepina, acido valproico, 
fenobarbital, primidona, etossuximida, lamotrigina 

Diazepam, clonazepam, felbamato, 
metossuximida, gabapentina, zonisamida 

Cardioativos 

Digoxina, quinidina, lidocaina, procainamida, napa, 
teofilina, cafeina 

Verapamil, tocainida, propranolol, amiodarona 

Antiasmaticos 

Teofilina, cafeina 

- 

Imunossupressores 

Cidosporina, acido micofenolico, tacrolimo 

Sirolimo, everolimo 

Antidepressivos 

Amitriptilina, nortriptilina, imipramina, 
desipramina, domipramina, trimipramina, Iftio 

Fluoxetina, norfluoxetina, paroxetina, sertralina, 
haloperidol 

Antimicrobianos 

Amicacina, gentamicina, tobramicina, vancomicina 

Ciprofloxacino, cefazolina, doranfenicol, imipenem, 
oxacilina 

Antivirais 

- 

Indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir, 
nevirapina, delavirdina 

Antineoplasicos 

Metotrexato, cisplatina 

Doxorrubicina, cidofosfamida, tamoxifeno, 5- 

fluoruracila 

Analgesicos 

Paracetamol, salicilatos 

Ibuprofeno, pentobarbital 


Termos mais utilizados em monitoramento terapeutico 

Vale: concentra^ao plasmatica minima (C ss min ) 

Pico: concentra^ao plasmatica maxima (C ss m J 
T mfe : tempo para alcan^ar o pico de concentra^ao 
Flutua^ao: (C“ mfe - C ss m(n ) 

Acumulo: 1/(1-e Kel *) 

Faixa/janela terapeutica: faixa de concentrate) plasmatica do farmaco relacionada com eficacia ou sucesso terapeutico 
Esquema terapeutico/regime posologico: dose fracionada e intervalo de dose 

Meia-vida biologica: tempo requerido para a concentrate) plasmatica ser reduzida em 50% na fase de eliminate) (t (1/2 p)) 

Constante de velocidade de eliminagao: velocidade de transference do farmaco do compartimento circulatorio para fora do sistema biologico 
Depurate) plasmatica: clearance total corporal (CL T ) e, por definigao, o volume hipotetico de plasma depurado do farmaco na unidade de tempo 
Volume de distribute) aparente no estado de equih'brio: volume de fluido extravasal, capaz de sequestrar o farmaco do compartimento circulatorio 
de modo a igualar as concentrates do farmaco no plasma e tecidos (Vd ss ) 


Assim, passam a ser necessarias a abordagem multidisciplinar e a comunicagao entre os integrantes da equipe 
(medicos, enfermeiros e farmaceuticos) para a realizagao de efetivo monitoramento terapeutico por rneio das 
concentragoes plasmaticas do farmaco, obtidas pela coleta de amostras sanguineas. 

A Figura 11.5 apresenta o processo de tomada de decisao e alteragao de conduta clinica para ajuste de dose pelo 
monitoramento terapeutico em substituigao a farmacoterapia empirica inicial recomendada. 

Os resultados obtidos por intermedio do monitoramento terapeutico sao emitidos no “laudo de exame” e devem 
ser sempre interpretados pelo medico no acompanliamento clinico do paciente, juntamente com quadro clinico, 



perfil clinicolaboratorial; devem ser considerados tambem o farmaco em estudo, o regime posologico e a medicagao 
coadministrada. 

Concludes estruturais e operacionais 

A implantagao de um “servigo de laboratorio de controle terapeutico” requer, inicialmente, a escolha de uma area 
flsica adequada para a realizagao dos ensaios bioanaliticos e para modelagem farmacocinetica. Alem disso, exige-se 
a disponibilidade de arquivo contendo o registro de documentos, incluindo-se catalogos, legislagao vigente, 
descrigao de todos os procedimentos, metodos bioanaliticos apropriados, alem de profissionais treinados e 
habilitados para a realizagao do servigo, bem como um tempo de resposta compativel com as necessidades de 
atendimento ao paciente. 



Figura 11.5 Processo de tomada de decisao multidisciplinar para o ajuste de dose pelo monitoramento terapeutico. 

A viabilizagao do monitoramento terapeutico na pratica clinica e realizada por meio do delineamento de coleta 
com base na prescrigao medica, coleta de amostras sanguineas, separagao do plasma ou soro, identificagao das 
amostras, armazenamento adequado das matrizes biologicas com adigao de solugao conservante ou estabilizante (se 
requerido), escolha da metodologia bioanalitica, processamento da amostra, calculos, preparagao do “laudo de 
exame” e expedigao dos resultados. 

Considerando-se a implantagao de um servigo de farmacocinetica clinica no ambiente hospitalar, alguns padroes 
minimos estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Farmaceuticos Hospitalares 12 devem ser seguidos, conforme 
descrito no Quadro 11.3. 


Quadro 11.3 Condigoes estruturais minimas para implantagao e fundonamento de um servigo de farmacocinetica clinica. 


















Estrutura 

Especificagao 

Area fi'sica 

Area minima de 200 m2 em ambiente dimatizado, distribui'da em preparagao das matrizes e purificagao, 
instrumentagao anah'tica para quantificagao dos analitos, modelagem farmacocinetica, preparo de 
solugoes, armazenamento de padroes rastreaveis, almoxarifado de reagentes e materiais de laboratorio, 
lavagem, descartes quimico e biologico, area administrativa de atendimento, induindo a expedigao de 

resultados 


Rede eletrica (110 V e 220 V) do quadro de forga ligado ao gerador para congeladores, geladeiras, 

condicionadoresdear 


Lampadas de seguran^a com bateria ou no quadro de forga ligado ao gerador 

Equipamentos de seguran^a contra incendio, induindo monitores defuma^a, extintores C0 2 e po quimico, 
de protegao individual (EPI) e de protegao coletiva (EPC) 

Capelas qui'micas com exaustao 


Galoes para descarte quimico e coletores para material perfurocortante, para lixo hospitalar, induindo a 
paramenta^ao descartavel 

Recursos humanos 

(para cada 250 leitos de terapia intensiva e 
internagao) 

1 farmaceutico supervisor, 1 farmaceutico di'nico, 1 analista quimico, 2 tecnicos de laboratorio, 1 
escriturario/1 oficial administrative 


A equipe de trabalho devera ser mi ni m a m ente formada por um farmaceutico clinico/farmacocineticista, um 
analista quimico, dois tecnicos de laboratories um escriturario e um oficial administrative; sera necessario tambem 
um farmaceutico supervisor para garantir a responsabilidade tecnica, o controle da qualidade e o gerenciamento de 
risco compreendido entre o momenta da coleta da amostra e a expedigao dos resultados, alem de promover a 
discussao com as equipes medica e de enfermagem que acompanham o paciente internado. 

Sao necessarios, ainda, os conhecimentos relativos ao desenvolvimento e validagao de metodos bioanaliticos, 
bem como a compreensao das bases e procedimentos requeridos para se manter a especificidade, a sensibilidade e a 
reprodutibilidade dos metodos utilizados na rotina operacional para todos os membros da equipe tecnica. Alem 
disso, o treinamento periodico e a integragao dos membros da equipe tecnica sao importantes agentes promotores da 
manutengao do padrao de qualidade do trabalho no centro de controle. 12 

Coleta de amostras sanguineas 

Algumas informagoes sao essenciais para a informagao fomecida pelo laboratorio, com vistas no ajuste de dose, 
e devem ser obtidas no momenta da coleta, para interpretagao adequada dos resultados no laudo de exame pelo 
medico que acompanha o paciente: 

• Informagoes do paciente: nome, registro/numero de identificagao, idade, peso e altura, sexo (se feminino, 
presenga de gravidez), etnia, albumina serica, creatinina serica, clearance de creatinina, dentre outros dados 
laboratoriais mais especificos no caso de monitoramento de agentes anti-infecciosos 

• Informagoes sobre o medicamento da prescrigao medica: forma farmaceutica, farmaco e parametros 
farmacocineticos, regime de dose, horario de administragao do farmaco, inicio da fannacoterapia, outros 
medicamentos prescritos. Para calculo da farmacocinetica, considera-se a concentragao do farmaco no decurso 
do tempo, sendo fundamental, portanto, a prescrigao estabelecida para o dia, bem como o horario de 
administragao da ultima dose 

• Evolugao clinicolaboratorial relativa ao dia da coleta, procedimentos cirurgicos e nao cirurgicos (dialise), 
exames de imagem (radiografia) e dispositivos invasivos instalados no paciente 

• Informagoes sobre a matriz biologica requerida para analise do farmaco: horario de coleta da(s) amostra(s), tipo 



de matriz (sangue total, soro, plasma, urina, llquido cefalorraquidiano), dosagem da concentragao circulante do 
farmaco total e/ou livre farmaco. O numero de amostras para o monitoramento terapeutico da maioria dos 
farmacos e obtido por meio de coleta unica no vale; ou seja, coleta-se a amostra sangulnea imediatamente antes 
da dose subsequente. Excetuam-se os agentes anti-infecciosos em que se requer a coleta seriada de amostras 
sangulneas para a real izagao do estudo farmacocinetico e para a correlagao farmacocinetica/farmacodinamica 
(PK/PD) 

• Justificativa da requisigao de exame, hipotese diagnostica e estado cllnico do paciente no momenta da coleta. 

Assim, e importante garantir que todas as informagoes necessarias estejam presentes na solicitagao de exame. 
Caso o impresso de solicitagao do exame se mostre incompleto, e necessario devolver a unidade solicitante para a 
complementagao devida no preenchimento; caso isso nao ocorra, a solicitagao devera ser rejeitada. Tal agao pode 
parecer exagerada ou desnecessaria, mas essas informagoes sao extremamente importantes para a consecugao da 
analise e emissao de resultados, uma vez que a realizagao do monitoramento terapeutico podera alterar a conduta 
medica, a prescrigao, suspender ou substituir determinado farmaco. Portanto, e importante que haja integragao e boa 
interagao entre as equipes medico-laboratoriais, de modo a evitar vieses com atrasos no processamento e prejuizo 
para o paciente. 

Considera-se tambem de extrema importancia que os membros da equipe do centro de monitoramento terapeutico 
tenliam livre acesso ao prontuario do paciente e aos resultados de exames complementares de laboratorio clinico. 
No caso de acompanhamento clinico do paciente portador de infecgao e necessidade de monitoramento terapeutico 
de antimicrobianos e antifungicos, de modo a realizar a correlagao PK/PD com determinagao do indice de predigao 
de efetividade desse agente, ainda e incluida a concentragao inibitaria minima do agente anti-infeccioso no 
antibiograma, contra o patageno isolado, responsavel pela infecgao. 

Com relagao ao volume de sangue requerido em cada coleta, a maioria dos metodos bioanaliticos automatizados 
requer volumes entre 0,05 e 0,2 mf de plasma, soro ou sangue hemolisado para a realizagao de cada ensaio; assim, 
de modo a garantir a seguranga na realizagao do ensaio ou ate mesmo repetigao do ensaio no centro de 
monitoramento terapeutico, recomenda-se a coleta de sangue em tubo a vacuo com ou sem anticoagulante 
(Vacutainer® BD), em volumes de 2 a 5 mf. 

O periodo de tempo requerido para a expedigao do laudo de exame depende do tipo de solicitagao; portanto, e 
relevante verificar a urgencia clinica para emissao em tempo habil dos resultados de exames relacionados com os 
pacientes da terapia intensiva e os internados. No caso de pacientes ambulatoriais de retorno periodico a consulta, 
recomenda-se ao medico que os acompanha que oriente para que a coleta de sangue no laboratorio seja realizada no 
periodo proximo do retorno a consulta. 

Finalmente, de modo a facilitar a busca e realizar o acompanhamento sistematico do paciente atendido no centro 
de monitoramento terapeutico de um hospital, inclui-se ainda a necessidade de sistema informatizado conectado a 
rede do hospital, alem do arquivo digital dos “laudos de exame” para os pacientes internados em acompanhamento 
ou aqueles ambulatoriais com retorno periodico ao laboratorio e a consulta. 

Importancia dos conceitos da farmacocinetica no monitoramento terapeutico de 
farmacos 

O monitoramento das concentragoes plasmaticas preve a coleta de amostras sanguineas em momentos 
estrategicos apos atingir o estado de equilibrio. Considera-se que o intervalo do equilibrio sera alcangado e, na 
pratica, exige-se tempo de tratamento de pelo menos cinco meias-vidas para a coleta de sangue dos pacientes que 
necessitam do monitoramento terapeutico para um farmaco de estreita faixa e baixo indice terapeutico (Quadro 
11.4). Excetuam-se aqueles casos especificos de suspeita de intoxicagao pelo medicamento, quando a amostra e 
coletada em qualquer tempo do intervalo de dose. 7 

O estado de equilibrio e alcangado na farmacoterapia pela administragao de doses multiplas, sendo que a nova 
dose administrada apenas vai repor parte da dose anterior perdida; dessa maneira, picos e vales se sobrepoem no 
intervalo de dose, uma vez que o equilibrio obtido deve ser mantido (Figura 11.6). 

Quando o estado de equilibrio e alcangado, de modo geral, preve-se a coleta de amostras sanguineas no pico 



(concentragao maxima apos administragao da medicagao) e no vale (concentragao minima apos administragao da 
medicagao ou imediatamente antes da dose subsequente). O pico de concentragao do farmaco e proporcional a dose 
administrada, enquanto o vale e proporcional ao seu acumulo no organismo. O vale depende fundamentalmente do 
intervalo entre doses e da constante de velocidade de eliminagao, que varia na razao inversa a meia-vida biologica. 

Por outro lado, o gerenciamento terapeutico do paciente pelo clinico pode ser realizado com base no 
monitoramento terapeutico anterior. Conhecendo-se o volume aparente de distribuigao, a constante de velocidade de 
eliminagao do paciente e o regime posologico, pode-se estimar, por meio das equagoes 1 e 2, o pico e o vale em 
fungao da nova dose administrada, considerando-se sempre o mesmo paciente e nas mesmas condigoes clinicas em 
que foi realizado o monitoramento terapeutico anterior. 
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Quadro 11.4 Parametrosfarmacocineticos. 




Parametro 

Definigao 

Unidade 


Equacao 

l (1/2P) 

Meia-vida biologica 

h 


0,693/Kel 

Kel 

Constante de velocidade de 

eliminagao rapida 

h- 1 


(lnC,-lnC 2 )/At 

*AUC t 

ou 

AUC X SS 

Area sob a curva total, integragao 
ponto a ponto no intervalo de dose 

mg/I x h 


Trapezoides 

(T) 

CLt 

Depuraqio plasmatica 

m£/min x kg 


Dose/AUC T 

VcF 

Volume aparente de distribuigao 

£/kg 


Clj/Kel 


*AUC t : a area sob a curva de concentragao plasmatica no decurso do tempo apos administragao do farmaco e estimada pela integragao ponto 
a ponto pelo metodo dos trapezoides. 
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Figura 11.6 Administragao de dose multipla, dose de ataque seguida de doses de manutengao de modo a alcangar 
estado de equilibrio ou plato. Curva de impregnagao apos administragao de dose (D) intravascular (iv) ou 
extravascular (ev). C ss : concentragao do farmaco no plato (maxima: C ss mSx e minima: C ss min ), T ss : tempo para chegar 
ao plato. 

Em que D: e a dose fracionada do regime posologico; C: e a concentragao do farmaco no pico ou no vale; V: e o 
volume aparente de distribuigao; Kel: constante de velocidade de eliminagao; t: intervalo entre duas doses 
consecutivas. 

A determinagao do tipo de material biologico que sera coletado tambem e crucial para o sucesso da intervengao 
proposta. A matriz biologica comumente utilizada e o plasma, de maneira geral, com dados da concentragao 
plasmatica do farmaco total (fragao livre + fragao ligada as proteinas plasmaticas). No entanto, na ocorrencia de 
alteragoes na ligagao do farmaco as proteinas plasmaticas, a concentragao do farmaco total nao mais reflete a 
concentragao livre ou farmacologicamente ativa no plasma. As principals proteinas ligantes no plasma e suas 
caracteristicas estao listadas no Quadro 11.5. 

Os farmacos que apresentam ligagao as proteinas plasmaticas inferior a 80% nao sao candidatos ao controle da 
concentragao do farmaco livre no plasma, uma vez que pequena variagao na ligagao do farmaco a proteina 
plasmatica nao resulta em alteragao na concentragao livre do farmaco clinicamente significativa. 

Recomenda-se o controle da concentragao da fragao do farmaco livre no plasma na presenga de fatores 
fisiopatologicos para a fenitoina, o acido valproico e a carbamazepina em pacientes uremicos ou com doenga 
hepatica cronica e nos portadores de hipoalbuminemia (pacientes queimados, idosos, gestantes). Adicionalmente, 
recomenda-se tambem esse controle para os pacientes tratados concomitantemente com farmaco conhecidamente 
competidor, que atua como agente deslocador dos anticonvulsivantes dos sitios de ligagao do farmaco a albumina, 
como e o caso de alguns farmacos de natureza acida (p. ex., salicilatos, ibuprofeno, naproxeno, acido mefenamico, 
fenoprofeno e varfarina), de alta ligagao a albumina plasmatica. 


Quadro 11.5 Proteinas plasmaticas ligantes para farmacos de alta extensao com ligagao na circulagao sistemica. 



Concentragao no 



Proteina 

plasma (mg%) 

Tipo de ligagao 

Farmaco 

Albumina 

3,5 a 4,5 

Anionica cationica 

Fenitoina 
















Cationica 


Lidocaina 


al-glicoprotei'na acida 0,04 a 0,10 

Lipoprotefna Variavel Lipofi'lica Ciclosporina A 

O monitoramento terapeutico da fragao livre de agentes imunossupressores (ciclosporina A, tacrolimo, sirolimo, 
acido micofenolico) e de inibidores da protease e de relevancia clinica e tambem deve ser considerado. 
Adicionalmente, a determinagao da fragao livre plasmatica da lidocaina e da quinidina e de importancia para os 
pacientes com insuficiencia renal ou apos infarto agudo do miocardio, uma vez que outros ligantes plasmaticos 
podem estar disponiveis nessas situagoes. As principals tecnicas de purificagao da matriz biologica disponiveis sao 
a ultrafiltragao e a dialise de equilibrio para a detenninagao da fragao livre. 

Instrumenta^ao analftica 

Os equipamentos e materials a serem adquiridos dependerao das estrategias defmidas e das necessidades do 
servigo; varios requisitos deverao ser cumpridos e as estrategias devem ser planejadas. Basicamente, o servigo 
devera optar por um metodo bioanalitico apropriado e robusto para suas necessidades; outro fator importante a ser 
considerado e a disponibilidade regional de servigos especializados para obtengao de materials, pegas e assistencia 
tecnica, alem dos conhecimentos e experiencia dos colaboradores envolvidos no servigo. As duas principals tecnicas 
analiticas utilizadas e apresentadas neste capitulo sao a cromatografia e o imunoensaio utilizando anticorpo 
policlonal ou monoclonal especifico (enzimaimunoensaio e imunoensaio de fluorescencia polarizada). Outras 
metodologias tambem sao utilizadas para alguns analitos especificos: espectrofotometria (E), fotometria de chama 
(F) e espectrofluorimetria (EF). 

Historicamente, entre as decadas de 1950 e 1960, as concentragoes plasmaticas de varios anticonvulsivantes 
(fenitoina, carbamazepina, fenobarbital e primidona) eram determinadas utilizando tanto a cromatografia gasosa 
(CG), geralmente pos-derivatizagao, quanto a cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) para detenninagao 
desses analitos em soro ou plasma. Apartir de 1970 essas tecnicas foram substituidas pelo imunoensaio, devido a 
possibilidade de automagao dos ensaios de alta demanda, disponibilidade de kits comerciais e curto periodo de 
execugao da analise de quantificagao, alem de pre-tratamento das amostras em exigencia minima, o que facilita a 
expedigao rapida de laudos de exame. No entanto, essa tecnica nao esta disponivel para analise de todos os 
farmacos de interesse a serem quantificados nos laboratories de grandes hospitals; assim, para esses farmacos, a 
CLAE e a metodologia de escolha. 

Apesar de uma serie de vantagens, o imunoensaio apresenta uma limitagao importante relacionada com a 
especificidade, uma vez que produtos endogenos de pequenas moleculas procedentes do metabolismo celular (alem 
de produtos de biotransfonnagao do farmaco) podem produzir um falso resultado, pela similaridade estrutural com 
a molecula do inalterado. Outros interferentes relacionados com macromoleculas endogenas podem ainda estar 
presentes na matriz biologica, como a hemoglobina no sangue hemolisado, alem da bilirrubina, trigliceridios e 
colesterol em niveis elevados devido ao deslocamento do farmaco do sitio do ligante por esses agentes 
inespecificos. A presenga de anticorpos humanos tambem pode interferir no resultado do imunoensaio. 

No Quadro 11.6, sao comparadas as principals vantagens das tecnicas de quantificagao de um analito na matriz 
biologica por meio do imunoensaio e da cromatografia. Os metodos cromatograficos (CLAE) sao escolhidos pela 
seletividade, ao passo que o metodo de imunoensaio e preferido pela rapidez, apesar da limitagao relacionada com 
especificidade e seletividade. A escolha do metodo analitico dependera, portanto, da rapidez na emissao do 
resultado (em fungao da gravidade do caso) e da seletividade exigida na detenninagao do farmaco na matriz 
biologica. No caso da cromatografia, e necessario, anteriormente a analise da amostra, desenvolver o metodo e 
valida-lo pela detenninagao de parametros exigidos na legislagao nacional e internacional, na quantificagao de 
farmacos em matrizes biologicas. 

Em comparagao com o imunoensaio, a tecnica de cromatografia liquida de alta eficiencia e de alta flexibilidade e 
aplicagao na quantificagao de grande numero de farmacos, com diferentes limites de confianga. Assim, sua 
utilizagao possibilita, ainda, a realizagao de analise simultanea de varios analitos em uma unica corrida analitica, 



proporcionando a quantificagao do farmaco inalterado e seus produtos de biotransformagao ativos e/ou inativos no 
mesmo extrato purificado. Dessa maneira, 90 a 95% dos farmacos de baixo indice vein sendo monitorados por 
meio de CLAE pela alta seletividade desta tecnica, boa sensibilidade, possibilidade de analise simultanea de 
diversos farmacos da mesma classe ou, ainda, pela determinagao do inalterado e produto de biotransformagao de 
relevancia clinica na mesma matriz biologica em periodo de tempo mais curto. 

Quadro 11.6 Comparand entre a cromatografia Ilquida e o imunoensaio (kits comerdais) para aplicagao no controle terapeutico de farmacos. 


Considerables anah'ticas 

Cromatografia liquida 

Imunoensaio 

Aplicabilidade 

Ampla 

Limitada 

Especificidade 

Sim, sempre 

Eventualmente 

Seletividade 

Sim, sempre 

Eventualmente 

Ensaioautomatizado 

Sim 

Sim 

Volume de amostra necessario 

0,05 a 0,20 m£ 

0,05 a 0,20 m£ 

Curva de calibragao 

Correlagao linear 

R2 > 0,98 

Equagao linear 

Correlagao nao linear 

Equagao sigmoidal 

Sensibilidade 

Alta 

Limitada 

Precisao/bios 

Alta 

Definida nos kits comerciais 

Precisao 

Alta 

Dependente da amostra analisada 

Recuperagao (absoluta) 

Alta 

Nao mencionada nas instrugoes dos kits 

Recuperagao (relativa ao padrao interno) 

Alta 

Nao mencionada nas instrugoes dos kits 

Estabilidade (curta/media duragao) 

Aceitavel 

[bias < 15%; bias < 20% LIQ) 

Definida nos kits comerciais 

Cidosdecongelamento 

Aceitavel (bias < 15%) 

Nao mencionado nas instrugoes dos kits 

Estabilidade pos-processamento 

Aceitavel 

[bias < 15%; bias < 20% LIQ) 

Nao mencionado nas instrugoes dos kits 

Periodo decorrido entre coleta de sangue e a 

Lento a medio 

Lento a rapido 

expedigao do laudo, induindo o processamento 

(24 h) 

(6 a 8 h) 

Custos com equipamento 

Alto 

Alto a baixo 

Custeio com consumiveis 

Baixo 

Medio a alto 

Habilidades tecnicas 

Media a alta 

Baixa a media 


LIQ: limite inferior de quantificagao. 



A escolha do metodo bioanalitico dependera, portanto, da rapidez na emissao do resultado (em fungao da 
gravidade do caso) e da seletividade exigida na determinagao do farmaco na matriz biologica. Anteriormente a 
analise da amostra e quantificagao do farmaco nas matrizes biologicas, quando a cromatografia Hquida e a melhor 
opgao, deve-se desenvolver o metodo e valida-lo pela determinagao de parametros exigidos na legislagao nacional: 1 ’ 

• Efeito residual 

• Efeito matriz 

• Estudo da linearidade 

• Curva de calibragao 

• Limites de quantificagao e detecgao 

• Precisao e exatidao (intra e intercorridas analiticas) 

Recuperagao da extragao: analito e padrao interno (absoluta e relativa) 

• Estudos de robustez (variagao das condigoes analiticas) 

• Estudos de estabilidade dos analitos na matriz biologica 
0 Ciclos de congelamento e descongelamento 

° Estabilidade de curta e longa duragao 
° Estabilidade pos-processamento 
° Estabilidade do analito e do padrao interno em solugao. 

Interpretagao dos resultados analiticos 

De nada adiantaria a existencia da necessidade justificada do monitoramento terapeutico de determinado farmaco 
se os resultados nao forem interpretados adequadamente. A interpretagao dos resultados de concentragao plasmatica 
e da farmacocinetica baseia-se na comparagao dos dados obtidos ou estimados com os valores de referenda; para 
tanto, e de grande importancia a utilizagao de referenda bibliografica de elevada evidencia clinica. 

Na interpretagao dos resultados obtidos pela determinagao das concentragoes plasmaticas e estudo 
farmacocinetico, e necessario levar em consideragao alguns fatores de erro relacionados com: 

• Coleta das amostras 

• Erro de medicagao 

• Biodisponibilidade de diferentes formulagoes 

• Cronofarmacocinetica que depende do ciclo circadiano 

• Metodo analitico nao validado 

• Armazenamento inadequado de matrizes biologicas 
Variaveis relacionadas com o paciente 

• Variaveis relacionadas com a formulagao. 

Adicionalmente, sao necessarios conhecimentos relacionados com a farmacocinetica e com a farmacodinamica, 
alem da busca continua de novas informagoes na literatura especializada. As faixas de concentragao para o vale 
representam o acumulo do farmaco relacionado com a sua eficacia; enquanto a concentragao maxima (pico) esta 
relacionada com a seguranga/toxicidade. A maior parte dos pacientes evidencia beneflcio pelo ajuste de dose com 
maximizagao de eficacia e risco minimo de toxicidade. No entanto, essa teoria nao se aplica a todos os casos, e a 
faixa terapeutica deve ser considerada como um guia que auxiliara a equipe medica no acompanhamento 
farmacoterapeutico de cada individuo. 

Finalmente, nao existe motivo para o monitoramento terapeutico em pacientes que alcangaram o alvo terapeutico 
durante a farmacoterapia, uma vez que se encontram estaveis clinicamente e nao estao apresentando qualquer 
sintoma relacionado com a toxicidade. 

Monitoramento terapeutico para otimiza^ao da farmacoterapia antimicrobiana 


A seguir, sera relatado um caso clinico para explicar melhor o topico. Os itens a serem analisados sao: 






• Historia da doenga atual: JCB, 8 anos, masculino, 40 kg, deu entrada na unidade de terapia intensiva (UTI) de 
queimaduras com trauma tennico apos acidente de combustao por gasolina, apresentando 45% da superficie 
corporea queimada (SCQ), 3- grau (tronco, membro superior direito e esquerdo, coxa e flanco) e presenga de 
lesao inalatoria alta 

• Historia pregressa: deficit cognitivo em acompanhamento na APAE. Convulsoes (mae informou que a 
medicagao estava em falta no hospital e que ela nao comprara o “calmante” prescrito pelo medico) 

• Historico familiar: mae e irma com historico de convulsao 

• Evolugao clinica: na admissao, paciente em estado grave passou por varios procedimentos cirurgicos 
consecutivos de desbridamento seguido de enxertia, de modo a cumprir os procedimentos padronizados de 
tratamento de grandes queimados na unidade. Durante a internagao na terapia intensiva, foi tratado para o 
controle do choque septico, pneumonia nosocomial, insuficiencia renal dialitica, trombose venosa profunda, 
celulite e infecgao do trato urinario. O paciente recebeu, no periodo, seis agentes antimicrobianos durante 
internagao na UTI de queimaduras (Figura 11.7) e, apos 102 dias, teve alta para a enfermaria da unidade. 

Durante esse periodo, as doses de antimicrobianos foram ajustadas com base no controle terapeutico, avaliagao 
da farmacocinetica e correlagao PK/PD. 

As concentragoes subterapeuticas de um antimicrobiano podem levar a ineficacia no tratamento do paciente e ao 
surgimento da resistencia bacteriana. 14 Adicionalmente, apos uma queimadura extensa, todos os orgaos e sistemas 
(dentre eles, o cardiovascular, os rins e o flgado) sofrem mudangas fisiopatologicas dinamicas, devendo-se esperar 
uma alteragao profunda na farmacocinetica de todos os antimicrobianos de administragao sistemica no paciente 
grande queimado, 1 conforme ilustrado na Figura 11.8. 

Considerando-se a necessidade do aumento do conhecimento a respeito de relagao concentragao/efeito, por meio 
da correlagao PK/PD, recomenda-se o monitoramento plasmatico dos antimicrobianos de uso hospitalar durante 
todo o acompanhamento farmacoterapeutico, nao apenas para mini mi z ar toxicidade potencial, mas tambem para 
garantir a efetividade da terapia antimicrobiana. Adicionalmente, os beneficios do monitoramento terapeutico de 
agentes antimicrobianos serao demonstrados principalmente nas populagoes de pacientes criticos, que apresentam 
alta variabilidade farmacocinetica, como e o caso dos pacientes queimados. 1 '’ 

Regime de administragao de antimicrobianos durante o periodo de internacao 


Dias 


2 4 6 8 1(1 12 14 16 18 20 22 24 26 28 .Ml .42 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 00 02 04 06 08 100 102 
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1 “66 h 


0.5 g 6/6 h 




Figura 11.7 Terapia antimicrobiana utilizada durante os 102 dias de internagao na unidade de terapia intensiva 
(UTI) de queimaduras de um paciente pediatrico grande queimado. 


A concentragao inibitoria minima (CIM) e uma rnedida in vitro do efeito do antimicrobiano contra detenninada 
bacteria, sendo definida como a rnenor concentragao que inibe o crescimento patogeno ou mata 90% das colonias 
(apos o periodo de incubagao requerido para crescimento do germe em cultura). A CIM e o parametro 
farmacodinamico obtido no laboratorio de microbiologia pela realizagao dos testes in vitro de suscetibilidade do 
patogeno ao antimicrobiano. Adicionalmente, por meio da coleta seriada de amostras sanguineas do paciente, 
determinam-se os parametros farmacocineticos, o que possibilita, pela correlagao PK/PD, a predigao de efetividade 
do antimicrobiano contra determinado patogeno isolado de fluidos e secregoes coletados do paciente. 16-18 




















Situagii 


Alteragoes 

fisiopatologicas 


Consequencias 

farmacocineticas 


l 1 fase 

Burn shock 

Ate 48 h do acidente 

iFrequencia cardiaca 

11 ip o\ olein i a 

Edema 

llipoalbuminemia 
lEiltragao glomerular 

1 Distribuigao 

1 Depuragaorenal 

2- fase 

Kesposta 

Hipcrmetabolica 

Apds 48 h do acidente 

|Frequencia cardiaca 
|Flu\o sanguineo: rins. (Tgado 
|«l-glico protein a acida 
llipoalbuminemia 
| Filtragao glomerular 

1 Atisidade CYP 
Depuragao extrarrenal: exsudato 

Ligagiio as proteinas plasmaticas 
| Fragao livre 

Parametros cineticos 
f Distribuigao 
\ Eliminagao renal 

Consequcuicias: pacientes queimados apresentam a eliminagao de farmacos aumentada. 
necessitando de dose diaria maior ou alteragao do regime, mantendo-se a dose diaria 

l 


Necessidade de ajuste de dose 



Figura 11.8 Alteragoes fisiopatologicas e farmacocineticas registradas em pacientes grandes queimados. 

Os antimicrobianos podem ser classificados por meio de varios indices ou parametros PK/PD que descrevem sua 
eficacia, e que devem estar no estado de equilibrio: 14,16,18 

• Agentes com efetividade tempo-dependente, ou seja, o tempo (fragao percentual do intervalo entre doses) em 
que as concentragoes plasmaticas permanecem acima da CIM (%T > CIM) 

• Agentes com efetividade concentragao-dependente, que esta relacionada com a razao da concentragao maxima 
(pico) alcangada ao termino da infusao e a CIM (C ss mix /CIM) 

• Agentes com efetividade concentragao e tempo-dependentes, que esta relacionada com a razao entre a area sob a 
curva de concentragao versus tempo no intervalo de 0 a 24 h e a CIM (ASC SS 0 _ 24 /CIM). 

A Figura 11.9 ilustra os tres parametros PK/PD anteriormente referidos a partir do intervalo de uma dose (D n ) no 
estado de equilibrio. 

Assim, e possivel inferir que a PK/PD de um agente anti-infeccioso pode ser tempo-dependente, 
concentragaodependente e concentragao/tempo-dependente, conforme referido no Quadro 11.7. 

Pode-se exemplificar tal fato pela utilizagao da vancomicina, agente glicopeptidio de primeira escolha no controle 
do choque septico causado pelo Staphylococcus aureus. A efetividade desse antimicrobiano e concentragao e tempo- 
dependente, sendo estimada por meio da correlagao PK/PD a partir da razao entre a area sob a curva de 
concentragao plasmatica do agente no plasma do paciente no decurso do tempo (ASC ss 0 _ 2 4 ) e a CIM, referida 
anteriormente. 

Portanto, o parametro PK/PD dado pela razao (ASC ss 0 _ 24 )/CIM > 400 garante a efetividade da vancomicina (p. 
ex., regime de dose, 1 g 12/12 h, 2 g/diarios). Por outro lado, se a CIM desse patogeno exemplificado aumenta de 1 
mg/ £ para 2 mg/ £, entao sera necessario verificar se o regime de dose utilizado que garantia cobertura para o 
patogeno (CIM 1 mg/£) tambem sera efetivo para o mesmo patogeno (CIM 2 mg/£), para manter a relagao PK/PD 
e garantir o alvo terapeutico. 

Por esse exemplo, e possivel deduzir tambem que, muitas vezes, nao e adequado fixar uma faixa terapeutica para 



















as concentrates de um determinado farmaco (como e o caso da vancomicina). A consequencia desse efeito de 
redugao da suscetibilidade de um microrganismo e a necessidade de um novo esquema de dose para al can gar o alvo 
PK/PD desejado. 

Apesar de a determ inagao da CIM de cada cultura do paciente ser o nrelhor valor para correlacionar com a 
farmacocinetica e individualizar a dose do antimicrobiano, esta pratica ainda nao e utilizada de rotina em grande 
parte dos hospitals, principalmente por ser de elevado custo. Dessa maneira, para realizar a correlagao PK/PD, 
torna-se muito inrportante conhecer o perfil epidemiologico das cepas existentes na unidade e sua CIM. Sabe-se, 
ainda, que, muitas vezes, essa ultima alternativa tambem nao se encontra acessivel; nesses casos, utiliza-se a CIM 
disponivel nos bancos de dados internacionais, como no EUCAST (The European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing) e CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). 14 2 " 



Tempo 


Figura 11.9 Curva de concentragao plasmatica versus tempo no estado de equilibrio: parametros PK/PD. %T > 
CIM: perlodo de tempo em que a concentragao plasmatica (medida in vivo) permanece acima da concentragao 
inibitoria minima (medida in vitro)] C m a X /CIM: razao concentragao plasmatica maxima (medida in vivo) e 
concentragao inibitoria minima (medida in vitro)] ASC/CIM: razao da area sob a curva de concentragao plasmatica 
versus tempo (medida in vivo) e a concentragao inibitoria minima (medida in vitro). 


■ Monitoramento terapeutico e ajuste de dose por meio da correlagao PK/PD 

Com base no exposto anteriormente, as concentragoes plasmaticas dos antimicrobianos prescritos ao paciente 
JCB foram monitoradas semanalmente durante todo o periodo de internagao, e a dose foi ajustada a criterio medico, 
conforme a necessidade de se alcangar o alvo terapeutico. Foram monitorados no plasma do paciente seis 
antimicrobianos e um antifungico; realizaram-se 19 periodos de acompanhamento - em quatro deles, registrou-se a 
necessidade de alteragao de conduta pelo aumento ou redugao da dose de determinado antimicrobiano, e suspensao 
ou substituigao por agente anti-infeccioso mais recomendado ao estado clinico do paciente (Quadro 11.8). 



































Quadro 11.7 Farmacodinamica e correlagao com a eficacia de antimicrobianos. 14,16 18 


Farmacodinamica 

Tempo-dependente 

Concentragao e tempo- 

Concentragao-dependente dependente 

PK/PD 

%T > CIM 

C SS m a X /CIM 

auc ss 0 . 24 /cim 

Antimicrobianos 

(5-lactamicos 

Fluoroquinolonas 

Fluoroquinolonas 


Carbapenemicos 

Aminoglicosidios 

Aminoglicosidios 


Linezolida 

Metronidazol 

Azitromicina 


Eritromicina 

Telitromicina 

Tetraciclina 


Claritromicina 

Daptomicina 

Glicopeptidios 


Lincosamida 


Tigecidina 




Linezolida 


%T > C1M: periodo de tempo em que a concentragao plasmatica (medida in vivo ) pennanece acima da concentragao inibitoria minima 
(medida in vitro); C ss m4x /C1M: razao concentragao plasmatica maxima (medida in vivo) e concentragao inibitoria minima (medida in vitro); 
ASC ss 0 _24/C1M: razao area sob a curva de concentragao plasmatica no periodo de 0 a 24 h (medida in vivo) e a concentragao inibitoria minima 
(medida in \itro). 


Quadro 11.8 Monitoramento terapeutico e ajuste de dose realizado em seis antimicrobianos por meio da correlagao 
farmacocinetica/farmacodinamica (PK/PD). 




Regime 

posologico 

Valores de 

referenda 

Parametros farmacocineticos 

Correlagao 

PK/PD Indice de 
predigao de 
efetividade 

recomendado 


Agente anti- 

infeccioso 

Dias pos- 
queimadura 

DPQ 

*(1/20) 

(horas) 

CL t 

(m£/min. 

kg) 

Vd“ 

(£/kg) 

Conduta 

Fluconazol 

Did 

Fdrmdcocineticd 

27d37 

0,20 d 0,34 

0,50 o 

0,70 

ASC s 0 _ 2 /CIM>25 



48 

200 mg 12/12 h 

22,1 

0,23 

0,45 

45 (CIM 8 mg/£) 

23 (CIM 16 mg/£) 

11 (CIM 32 mg/£) 

Manutengao do regime 


95 

200 mg 24/24 h 

14,3 

0,28 

0,34 

51 (CIM 8 mg/I) 

26 seCIM 16 mg / 

£ 

13 seCIM 32 mg/ 

£ 

Manutengao do regime 

Imipenem 

Dia 

Fdrmdcocineticd 

0,8 d 1,0 

2,6 d 3,1 

0,18 d 

0,28 

40%T > CIM 



06 

1 g 6/6 h 

4,8 

6,43 

2,68 

100% seCIM 0,5 

Manutengao do regime 


mg/£ 

100% se CIM 1,0 
mg/£ 

100% se CIM 4,0 






mg/£ 



08 

1 g 6/6 h 

1 

2,23 

0,19 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

100% se CIM 1,0 
mg/£ 

80% se CIM 4,0 
mg/£ 

Manuten^ao do regime 


12 

1 g 6/6 h 

1,9 

4,62 

0,76 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

100% se CIM 1,0 
mg/£ 

100% se CIM 4,0 
mg/£ 

Substitui^ao/meropenem 

neurotoxicidade 

(convulsao) 

Linezolida 

Dia 

Farmacocinetica 

1,4 a 4,4 

1,8 a 5,8 

0,55 a 

0,88 

85%T > CIM 



53 

300 mg 12/12 h 

3,9 

3,16 

1,06 

72% se CIM 2,0 
mg/£ 

40% se CIM 4,0 
mg/£ 

Alteragao do regime 


60 

300 mg 12/12 h 

3 

3,29 

0,84 

84% se CIM 2,0 
mg/£ 

60% se CIM 4,0 
mg/£ 

Suspensao da terapia 
(plaquetopenia) 

Meropenem 

Dia 

Farmacocinetica 

7 

2,7 a 4,3 

0,17 a 

0,28 

40%T > CIM 



30 

750 mg 8/8 h 

1,3 

6,4 

0,70 

88% se CIM 0,5 
mg/£ 

55% se CIM 2,0 
mg/£ 

23% se CIM 8,0 
mg/£ 

Alteragao do regime 
empi'rico (0,5 g 6/6 h) 


46 

1 g 8/8 h 

3,3 

1,74 

0,50 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

100% se CIM 2,0 
mg/£ 

100% se CIM 8,0 
mg/£ 

Manutemjao do regime 
anterior modificado 


60 

1 g 8/8 h 

4,3 

4,19 

1,55 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

100% se CIM 2,0 
mg/£ 

90% se CIM 8,0 
mg/£ 

Manuten^ao do regime 
anterior modificado 


74 

1 g 8/8 h 

2,1 

8,79 

1,61 

100% se CIM 0,5 

Manutemjao do regime 








mg/£ 

86% se CIM 2,0 
mg/£ 

34% se CIM 8,0 
mg/£ 

anterior modificado 


81 

1 g 8/8 h 

1,5 

3,43 

0,44 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

97% se CIM 2,0 
mg/£ 

60% se CIM 8,0 
mg/£ 

Manutemjao do regime 

anterior modificado 


100 

1 g 8/8 h 

1,5 

3,52 

0,47 

100% se CIM 0,5 
mg/£ 

99% se CIM 2,0 
mg/£ 

60% se CIM 8,0 
mg/£ 

Manuten^ao do regime 
anterior modificado 

Sulfametoxazol 

Dia 

Farmacocinetica 

8a 11 

0,28 a 0,32 

0,36 

ASC s 0 . 2 /CIM > 25 



53 

1,2 g 24/24 h 

29,2 

0,84 

2,12 

22 se CIM 32 mg/ 

£ 

11 se CIM 64 mg/ 

£ 

Altera^ao do regime 
empi'rico (1,2 g 12/12 h) 


60 

1,2 g 8/8 h 

10,1 

0,63 

0,55 

88 se CIM 32 mg/ 

£ 

44 se CIM 64 mg/ 

£ 

Suspensao da terapia 

antimicrobiana 

Vancomicina 

Dia 

Farmacocinetica 

4a 5 

1,3 a 1,5 

0,33 a 

0,45 

ASC s 0 . 2 /CIM > 

400 



10 

500 mg 6/6 h 

2,8 

1,24 

0,3 

674 se CIM 1,0 
mg/£ 

337 se CIM 2,0 
mg/£ 

169 se CIM 4,0 
mg/£ 

Manuten^ao do regime 
empi'rico (0,5 g 6/6 h) 


30 

500 mg 6/6 h 

1,3 

1,87 

0,16 

716 se CIM 1,0 
mg/£ 

337 se CIM 2,0 
mg/£ 

179 se CIM 4,0 
mg/£ 

Manutemjao do regime 


46 

1.000 mg 8/8 h 

2,7 

1,46 

0,35 

1.009 se CIM 1,0 
mg/£ 

505 se CIM 2,0 
mg/£ 

Altera^ao do regime 






252 se CIM 4,0 
mg/£ 


94 

500 mg 6/6 h 

1,6 

1,1 

0,15 

1.032 se CIM 1,0 
mg/I 

516 se CIM 2,0 
mg/£ 

258 se CIM 4,0 
mg/£ 

Manutenijao do regime 
empirico (0,5 g 6/6 h) 


ASC ss 0 _24/C1M: razao entre a area sob a curva de concentragao versus tempo no intervalo de 0 a 24 h/concentragao inibitoria minima; t(i /2 p) : 
meia-vida biologica. CL X : clearance total corporal; Vd ss : volume de distribuigao no estado de equilibrio. 
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Capitulo 12 

Analise de Contaminantes em Alimentos 


Elizabeth Souza Nascimento ♦ Claudia Esteban 


Contaminantes em alimentos 

Os alimentos sao essenciais como fonte de energia e nutrientes para a manutengao da saude do individuo . 1 Sao 
formados por misturas complexas de substancias organicas (carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas) e 
inorganicas (agua, sais minerals), podendo ser consumidos na forma natural ou processada . 2 

Alem dos constituintes naturalmente presentes (como glicosidios bociogenicos em brocolos ou alcaloides em 
cogumelos) e dos aditivos utilizados com um proposito especifico (como os corantes, adjuvantes, conservantes, 
flavorizantes, entre outros), existem ainda substancias de natureza xenobiotica, oriundas do tratamento 
agroquimico, do material de embalagens e/ou do processamento tecnologico, que sao consideradas contaminantes . 3 

Entende-se como contaminante qualquer substancia indesejavel, presente no alimento como resultado das 
operates efetuadas no cultivo de vegetais, na criagao de animais, nos tratamentos zoo ou fitossanitarios ou como 
resultado da contaminagao ambiental e/ou de equipamentos utilizados na elaboragao e/ou conservagao dos 
alimentos . 1 Os compostos presentes em alimentos podem ser classificados como substancias ou agentes de origem 
quimica (metais, agrotoxicos e inseticidas), fisica (pedras, cabelos) ou biologica (fungos e bacterias), estranhos ao 
alimento e que sejam nocivos a saude humana ou que comprometam a sua integridade. Essa contaminagao pode ser 
proveniente da agua, do ar ou do solo. 

Uma das maiores preocupagoes mundiais em materia de inocuidade de alimentos relaciona-se com as possiveis 
contaminagoes, em virtude de seus efeitos sobre a saude humana. Por exemplo, os cereais e os hortifrutigranjeiros 
sao passiveis da aplicagao de diversos inseticidas e herbicidas durante a fase de cultivo e armazenamento, e 
residuos destes compostos podem permanecer incorporados nos alimentos. Em alimentos de origem animal (p. ex., 
cames, ovos e aves), observam-se, principalmente, os contaminantes agroquimicos e os residuos de produtos de 
uso veterinario, tais como ectoparasiticidas, hormonios, agentes anabolizantes e antibioticos, entre outros. 

Os pescados e mariscos, dependendo das condigoes especificas do meio, podem acumular em seus organismos 
toxinas de origem biologica e metais, alem de dioxinas, bifenilas policloradas e furanos, entre outros. Nesse caso, a 
qualidade da agua e preponderante, pois os contaminantes nela presentes podem ser incorporados aos diferentes 
produtos alimenticios . 1 

E conveniente diferenciar as substancias xenobioticas que causam danos quando sao ingeridas por meio dos 
alimentos (aquelas que produzem danos direto sobre um determinado orgao ou tecido) das que interferem com a 
disponibilidade de algum nutriente, visto que muitos autores as colocam sob o mesmo termo, conhecido como fator 
toxico. No entanto, e possivel distinguir dois tipos de substancias danosas que podem ser ingeridas com os 
alimentos, que sao os agentes de potencial toxico consideravel e os agentes antinutricionais. Com relagao a origem 
ou presenga dos xenobioticos nos alimentos, tambem sao considerados quatro tipos principals: naturais, 
intencionais (como sao os aditivos), acidentais (como sao os contaminantes) e os produzidos durante o 
processamento do alimento . 4 




A class ificagao dos agentes toxicos em alimentos tende a ser complexa e varia de autor para autor, uma vez que 
podem ocorrer interagoes entre o agente toxico e as substancias existentes no alimento, podendo gerar compostos 
perigosos a saude humana. Se, por um lado, uma substancia toxica e encontrada naturalmente em um alimento, 
pode-se classifica-la como “naturalmente presente no alimento” - como e o caso dos glicosidios cianogenicos, 
encontrados em leguminosas, tuberculos e cereais. Por outro lado, a origem dos compostos pode, tambem, 
contribuir com o caos da classificagao, como acontece no caso das aflatoxinas, que sao contaminagoes que ocorrem 
naturalmente associadas ao clima, normalmente acarretadas pelo calor e umidade relativa do ar, mas que alguns 
autores as classificam como contaminantes e, outros, como “naturalmente presentes em alimentos”. 4 

Os agentes toxicos acidentais representam potencialmente maior risco a saude humana, uma vez que podem 
diferir quali e quantitativamente dos contaminantes, cuja origem pode ser antecipada, desconhecendo-se a 
frequencia de sua ingesta, o modo como chegaram ate a matriz biologica, alem da quantidade exata ingerida. 

Com o intuito de assegurar a saude da populagao, os orgaos governamentais de diversos paises estabelecem 
limites para os principals contaminantes mundialmente reconhecidos, alem de medidas de controle visando evitar, 
reduzir ou eliminar os contaminantes que possam comprometer a qualidade higienicossanitaria dos alimentos. 5 Os 
metodos usados na avaliagao da qualidade dos alimentos sao: controle da temperatura de armazenamento, eficiencia 
dos equipamentos usados na produgao de alimentos, coleta e analise de amostras de produto pronto e controle de 
processos produtivos. 

Praguicidas 

Entre os contaminantes mais expressivos e causadores de polemica, por parte dos consumidores de alimentos, 
estao os praguicidas, que correspondem a agentes biocidas que apresentam certo grau de toxicidade aguda e cronica, 
acarretando restrigao ao seu uso. Os praguicidas podem ser classificados como inseticidas, fungicidas, nematicidas, 
herbicidas, columbicidas, piscicidas, reguladores de crescimento, desfolhantes, dessecantes, ferormonios, entre 
outros. 

Durante o desenvoivimento dos inseticidas, vislumbrou-se que seriam compostos ideais para o controle de pragas 
e tambem para aumentar, a curto prazo, a disponibilidade dos alimentos. Logo, nao se pensou no efeito cronico que 
poderia oferecer a populagao ou que o seu risco superaria o aumento da disponibilidade do alimento. Nao demorou 
muito tempo para que os insetos desenvolvessem mecanismos bioquimicos (representados pela agao enzimatica) 
para eliminar rapidamente ou absorver lentamente esses compostos, tornando-os muito mais dificeis de combate- 
los. Paralelamente a esse problema, ha persistencia desses compostos no meio ambiente, em virtude da grande 
estabilidade quimica, provocando bioacumulagao na cadeia alimentar ou na desestabilizagao de algumas especies de 
organismos beneficos aos seres humanos, como as abelhas e os peixes. 

Nos EUA, a regulamentagao dos praguicidas e sua seguranga sao estabelecidas pelo Food and Drug & Cosmetic 
Act. Os inseticidas nao podem ser comercializados sem registro, e grande parte do processo de registro no orgao de 
regulamentagao esta centrada no estabelecimento dos limites de tolerancia. A Food and Drug Administration (FDA) 
analisa rotineiramente alimentos e, dessa maneira, tern uma visao clara da magnitude da contaminagao pelos 
praguicidas. Assim, ao analisar 7.394 amostras de alimentos comumente consumidos no EUA, bem como 10.719 
alimentos importados, a FDAobservou que apenas 1% dos alimentos nacionais e 4% dos importados estavam fora 
das normas estabelecidas. Os alimentos com menor grau de contaminagao foram: ovos, leite e derivados. 2 

Atualmente, ha uma variedade de inseticidas no mercado, e os mais usados sao: organofos for ados, nitrogenados 
ou carbamatos, nicotinoides e piretroides. Os primeiros agem inibindo a atividade da enzima acetilcolinesterase, 
sendo que alguns autores se baseiam nesta propriedade para avaliar o potencial inseticida do produto. 4 

Os primeiros inseticidas sinteticos utilizados foram os organoclorados que, embora fossem mais seguros ao 
homem que os fosforados ou os inseticidas a base de arsenico utilizados anteriormente a Segunda Guerra Mundial, 
algaram extensa popularidade nos anos 1950 e foram banidas na decada de 1970, por serem muito persistentes. 6 

Entre os organoclorados, os mais relevantes sao: DDT (diclorodifenil-tricoloetano); lindano; captano; endrina; 
aldrina; dieldrina, heptacloro e toxafeno, assim como outros compostos afins. O DDT, indiscutivelmente, e o 
representante mais polemico, tanto quimica quanto toxicologica e ecologicamente. 4 

Uma das maiores preocupagoes quanto ao DDT e aos outros organoclorados - particularmente para a especie 



humana, que ocupa o nicho final na cadeia alimentar - e o fato de se acumularem no tecido adiposo, no leite de 
animais e humanos e em ovos. 

Nos EUA, os ecologistas expressaram sua preocupagao sobre os possiveis efeitos do DDT sobre o meio 
ambiente a partir de 1944. O DDT apresenta pressao de vapor baixa, e muito estavel a sua fotoxidagao e e soluvel 
em oleo (100 g/kg), e essas caracterlsticas o fazem um contaminante ambiental bastante estavel. O DDT se degrada 
lentamente em diferentes compostos qulmicos, confonne a especie biologica comprometida. 4 

Por terem sido utilizados durante as decadas de 1940 a 1970, muitos alimentos ainda podem conter inseticidas 
organoclorados, como os ovos e as carnes. E necessario ressaltar que deve ser realizado controle de reslduos em 
alimentos, considerando-o tanto na forma fresca (natural) como processada termicamente para o uso dos 
consumidores. No entanto, a presenga de residuos poderia se originar de uma exposigao indireta (como foi o caso 
de dieldrina, aldrina, heptacloro, mirex e DDT que, ao serem utilizados no solo de granjas, fixaram-se no tecido 
adiposo abdominal dos frangos) ou utilizar residuos de pinhao contaminados com heptacloro, como ragao para o 
gado leiteiro, que podem alcangar niveis acima dos permitidos em produtos lacteos, como o acorrido no Havai. 4 O 
DDT e lentamente excretado e biotransformado em animais de sangue quente. Afeta tanto animais como insetos, 
causando danos ao sistema nervoso central e acarretando - nos casos de intoxicagao aguda - prostragao, convulsao 
e morte. 1 

Como alternativa aos inseticidas organoclorados, surgiram os inseticidas organofos for ados, bastando alguns dias 
apos a sua aplicagao para que o produto esteja dentro dos limites estabelecidos para consumo. No entanto, ha alguns 
compostos dessa classe que sao extremamente toxicos - entre eles, parationa e metilparationa. 

Devido a importancia da presenga de residuos de inseticidas em alimentos, foram estabelecidos limites de 
tolerancia, que correspondem a maxima concentragao do xenobiotico encontrada no alimento antes ou depois do seu 
cozimento para consumo humano. Ha diversos limites de tolerancia estabelecidos, dependendo do tipo de alimento 
consider ado. 2 

A ingestao diaria aceitavel (IDA) e conceituada como a quantidade aceitavel de xenobiotico que pode ser 
consumida diariamente durante toda a vida do individuo, sem que acarrete risco apreciavel a ele, devendo ajustar 
certa quantidade (em mg do agente toxico) ao peso corporal em kg. 2 

Os praguicidas sao frequentemente utilizados - seja no controle de insetos e roedores transmissores de molestias 
infecciosas, no tratamento de ervas daninhas, para mitigar a presenga de fungos na produgao e armazenamento de 
cereais, entre outras situagoes. Por serem muito utilizados, podem contaminar os alimentos e a agua, que devem ser 
constantemente fiscalizados. 

Os metodos analiticos frequentemente empregados para a determinagao dos teores residuais de praguicidas em 
alimentos se baseiam na cromatografia gasosa ou liquida, acoplada a um espectrometro de massa ou a um detector 
de nitrogenio/fosforo, que proporciona analises simples, rapidas e sensiveis para essas determinagoes. 

Um exemplo de analise multirresiduo e o preconizado por You, Weston, Lydy (2004), 6 que possibilita a 
determinagao de 5 praguicidas piretroides, 1 organofosforado e 20 organoclorados. Os residuos dos praguicidas sao 
extraidos por sonicagao com acetona-cloreto de metileno (1:1 v/v) e extratos purificados com Florisil®. Os analitos 
sao quantificados por cromatografia gasosa, com detector de captura eletrica, e duas colunas de separagao sao 
usadas para a confirmagao da analise. 

Metais 

Existem contaminantes considerados dificeis de serem evitados em alimentos; sao os metais pesados e as 
bifenilas policloradas (PCB), encontrados em decorrencia de sua vasta aplicagao e como dejeto industrial, ou ate 
mesmo por sua presenga na superficie terrestre, o que resulta na sua persistencia como contaminantes do meio 
ambiente. Como resultado, os alimentos (principalmente de origem marinha) os apresentam em algum nivel de 
detecgao. 2 

A presenga de metais pode ser constatada desde o cultivo dos alimentos ate a sua industrializagao e distribuigao. 
Alguns desses metais, como o chumbo e o mercurio, podem ser considerados agentes toxicos sistemicos; ou seja, 
podem afetar mais de um orgao quando ingeridos pelo trato gastrintestinal e distribuidos pela via hematopoetica. 4 

Alguns metais desempenham um papel importante no metabolismo normal e, entre eles, os mais expressivos sao: 



ferro, zinco, cobre, magnesio, molibdenio, selenio, iodo, cobalto e ate mesmo aluminio e arsenio. Entre os 92 
elementos naturais, aproximadamente 22 sao conhecidos como sendo nutrientes essenciais para o organismo de 
mamiferos e sao referidos como micronutrientes. Contudo, entre esses 92 elementos, chumbo, mercurio e cadmio 
sao considerados contaminantes, para os quais foram estabelecidos limites maximos de reslduos nos alimentos. 2 

AAgencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) estabelece limites de metais pesados em alimentos, que sao 
apresentados nos Quadros 12.1 e 12.2. 

Os efeitos toxicos do chumbo no sistema nervoso central sao muito significativos, particularmente em criangas. 
Assim, a Organizagao Mundial de Saude (OMS; WHO, World Health Organization) e a Organizagao para 
Alimentagao e Agricultura (FAO, Food And Agriculture Organization) ajustaram o limite de tolerancia total de 
chumbo para uma ingestao inferior a 100 pg/dia para criangas de ate 6 meses de idade, e nao mais que 150 pg/dia 
para criangas de 6 meses a 2 anos de idade; consideram que uma crianga de peso inferior a 10 kg nao deveria se 
expor a uma ingestao superior a uma faixa de 6 a 18 pg/dia. 

Na decada de 1970, comegaram as iniciativas para reduzir os niveis de chumbo em alimentos (p. ex., eliminar 
alimentos enlatados), e esforgos para eliminar chumbo de porcelanas resultaram em um declinio constante da sua 
ingesta na dieta. Algumas fontes de contaminagao sao dificeis de serem controladas, uma vez que o chumbo 
permanece apos o processamento do alimento (p. ex., chumbo encontrado na farinha de trigo); assim, a redugao dos 
residuos de metais em alimentos ainda e objeto de constante desafio. Algumas medidas foram tomadas para a 
redugao de sua ingestao por via alimentar, como a proibigao do chumbo proveniente da solda de enlatados, soldas 
de encanamento e, especialmente, a remogao do chumbo tetraetila como combustivel na gasolina. 

Outro metal de relevancia nos teores residuais em alimentos e o mercurio, encontrado como elemento livre e 
amplamente distribuido em baixas concentragoes em toda a crosta terrestre. Seu transporte na atmosfera e 
complexo, e o elemento sob a forma de vapor e/ou mercurio inorganico e liberado e depositado como particulas ou 
precipitados. Uma vez em terra e nas correntes de agua, e incorporado no lodo ou em sedimentos, e sofre metilagao 
por microrganismos ou processos abioticos, convertendo-se em meti I mercurio. 


Quadro 12.1 Limites maximos de tolerancia para o chumbo em alimentos (ppm). 

Origem 

Innatura Industrializado 

Animal 


Carnes 

0,50 1,00 

Aves 

0,20 1,00 

Pescado 

2,00 2,00 

Ovos 

0,10 0,20 

Leite 

0,05 0,05 

Derivados do kite 


Queijo 

1,00 

Manteiga 

0,10 

Outros 

0,20 

Origem vegetal 


Bulbos 

0,50 0,50 




Raizes etuberculos 0,50 0,50 

Cereais 0,50 0,50 

Hortaligas 0,50 0,50 

Leguminosas 0,50 0,50 

Espedfica 

Oleos e gorduras 0,10 

Margarina 0,10 

Refrescos e refrigerantes 0,20 

Bebidas alcoolicas 0,50 

Cacau (exceto manteiga de cacau e chocolate ado^ado) 2,00 

Manteiga de cacau 0,50 

Chocolate ado^ado 1,00 

Chocolate nao ado^ado 2,00 

Agucar (sacarose) 2,00 

Dextrose (glicose) 2,00 

Frutose 0,50 

Xarope de glicose 2,00 

Lactose 2,00 

Cafe torrado e moi'do 1,00 

Alimento infantil 0,20 

Casei'na e caseinatos 2,00 

Outros 0,80 0,80 


Adaptado do Ministerio da Saude, 2007. 


O metilmercurio e um potente agente neurotoxico e e bem distribuido no organismo humano (> 95% da dose 
ingerida), sendo que a fragao absorvida parece ser independente do tipo do alimento. Na corrente sanguinea, o 
composto e distribuido a todos os tecidos; inclusive, e transportado da placenta ao feto e ao leite materno.'' Em 
criangas, um dos primeiros sintomas que evidenciam a sua toxicidade e a dificuldade no aprendizado. 9 

A exposigao humana ao metilmercurio ocorre primariamente pelo consumo de peixe. Dados provenientes de 
estudos recentes, que avaliam a exposigao do individuo ao composto pelo consumo de peixe e frutos do mar, 
sugerem o aparecimento de efeitos adversos em niveis que, ate o momento, ainda sao considerados seguros. 9 



Quadro 12.2 Limites maximos de tolerancia para metais pesados em alimentos (ppm). 


Alimentos 

Arsenico 

Cadmio 

Cobre 

Cromo 

Mercurio 

Ni'quel 

Bebidas alcoolicas fermentadas 

0,20 

0,50 

5,00 



0,10 

Bebidas alcoolicas fermento-destiladas 

0,10 

0,20 

10,00 



3,00 

Refrescos e refrigerantes 

0,20 

0,20 

5,00 



0,10 

Sucos de frutas e xaropes naturais 

0,50 

0,50 

30,00 



3,00 

Outros alimentos 

1,00 

1,00 

30,00 



5,00 

Qualquer alimento 



0,10 

0,01 


Peixes, crustaceos e moluscos 





0,50 


Produtos hidrogenados 






4,00 


Adaptado do Ministerio da Saude, 2007. 


O cabelo e a matriz biologica de escolha para o levantamento do grau de expos ipao ao metilmercurio veiculado 
por alimentos contaminados. A concentrapao de 6,6 pg/g de mercurio no cabelo corresponde a ingestao semanal de 
metilmercurio estabelecida provisoriamente como toleravel pela OMS. 111 

Para avaliar a presen pa de metilmercurio em peixes comestiveis, a tecnica de especiapao e a indicada, pois 
possibilita quantificar os teores deste composto disponivel para absorpao. O metodo comumente empregado para 
separapao e detecpao de compostos organomercuriais e a cromatografia gasosa, acoplada ao detector de captura 
eletronica (CG-DCE) ou espectrofotometria de absorpao atomica (EAA). Atualmente, a cromatografia liquida de 
alta eficiencia acoplada com EAA e o detector de fluorescencia atomica se tomaram mais populaces. 

Em geral, os metodos analiticos mais comumente utilizados na analise de metais incluem a mineralizapao por via 
umida ou via seca e as quantificapoes por cromatografia a gas; cromatografia liquida de alta eficiencia; vapor a frio; 
espectrofotometria de absorpao atomica; espectrofotometria de fluorescencia atomica; espectrofotometria de 
emissao atomica, acoplada a uma fonte de plasma induzido; e espectrofotometria de massas acoplada a uma fonte de 
plasma induzido. 2 

Micotoxinas 

Outros contaminantes frequentemente encontrados em alimentos sao as micotoxinas, ou seja, aflatoxinas B,, B 2 , 
G 1? G 2 , patulina, ocratoxina A, citrina, esterigmatocistina, zearalenonas, tricotecenos, fumonisinas, entre outras." 

As aflatoxinas tern sido objeto de intensas pesquisas em virtude do seu alto potencial carcinogenico e de 
hepatotoxicidade, particularmente da aflatoxina B,. Estudos epidemiologicos conduzidos na Africa e na Asia 
sugerem a hepatoxicidade em humanos, e varios outros relatorios inferem a sua incidencia como fator na toxicidade 
humana. 2 

E interessante notar que, mundialmente, ha um grande numero de relatos sobre a ocorrencia de micotoxinas em 
alimentos. A FAO estima que, anualmente, 25% da produpao mundial de graos e contaminada por micotoxinas. A 
contaminapao de graos e produtos derivados, por Fusarium, tern sido um dos fatores negativos na economia, 
associada a produpao de alimentos. A solupao para o controle dos niveis de contaminapao aceitaveis baseia-se no 
avanpo da tecnologia agricola, mas o grande impacto de eliminapao das micotoxinas e, sem duvida, na melhoria da 
saude publica. 

Assim, grandes esforpos em diferentes paises tern sido realizados para minimizar a presenpa das aflatoxinas, 




ocratoxinas, zearalenonas, deoxinivalenol e patulina, entre outras, em alimentos e ragoes. Apesar disso, em um 
recente relato da US National Academy of Sciences, sugere-se que as micotoxinas provavelmente contribuem com o 
aumento da incidencia de cancer no EUA. 12 

Em algumas regioes da Africa, por exemplo, em particular na regiao do Saara, e raro o monitoramento oficial 
dos niveis de contaminagao por micotoxinas. Nao ha nenhuma diretriz reguladora ou penalidade economica para 
graos de ma qualidade. A populagao consome alimentos contaminados sem nenhuma percepgao do potencial risco 
de saude para adultos e criangas. 11 

Existem diversos metodos analiticos que podem ser utilizados na determinagao das micotoxinas em alimentos. A 
maior parte deles, apos extragao liquido/liquido ou em colunas de silica ou de imunoafinidade, utiliza a 
cromatografia, que pode ser em camada delgada, amplamente utilizada em razao da simplicidade na condugao da 
analise, alem da sua viabilidade economica ou por cromatografia liquida de alta eficiencia. O Instituto Adolfo Lutz 
preconiza o uso de um metodo para a determinagao simultanea das aflatoxinas (B,, B 2 , G,, G 2 ), ocratoxina A e 
zearalenona em arroz, amendoim, feijao, milho e mandioca, mediante extragao com metanol e KC1, e posterior 
remogao de interferentes pela precipitagao com agente clarificante, seguida de partigao liquida com cloroformio. As 
micotoxinas sao determinadas pela comparagao da intensidade de fluorescencia das amostras e padroes por 
cromatografia em camada delgada. Os limites de detecgao do metodo sao 2, 5 e 55 pg/kg, e o limite de 
determinagao 4, 10 e 165 pg/kg para aflatoxina B,, ocratoxina A e zearalenona, respectivamente. 12 

Alem da cromatografia em camada delgada, sao utilizados metodos imunologicos na identificagao das 
aflatoxinas, por causa de sua sensibilidade, especificidade, rapidez, simplicidade e baixo custo. O teste ELISA 
( enzyme-linked immunosorbent assay) corresponde ao metodo mais comum na dosagem de aflatoxinas, e e 
reconhecido como metodo oficial da AOAC (Association of Official Analitical Chemists) para triagem de 
aflatoxinas, RIA ( radio-imunoassay ) e IAC (immunoaffinity chromatography). As duas tecnicas, RIA e ELISA, 
baseiam-se na competigao de ligagao entre a toxina nao marcada, proveniente da amostra, e a toxina marcada sobre 
os locais especificos do anticorpo; a imunoafinidade e uma tecnica cromatografica baseada diretamente na ligagao 
antigeno (toxina) com o anticorpo fixado em uma coluna. L ' Outra tecnica utilizada e a de cromatografia gasosa, 
principalmente na separagao, identificagao e quantificagao de misturas de tricotecenos; no entanto, tambem sao 
utilizadas: cromatografia de camada delgada, cromatografia de alta eficiencia e cromatografia de fluido supercritico. 
Alem da extragao que corresponde a uma etapa critica na determinagao de tricotecenos (a cromatografia gasosa), a 
derivagao e o ponto crucial previamente ao processo cromatografico. A derivagao utiliza os compostos: anidrido 
trifluoro acetico (TFAA), heptafluorobutirilimidazol (HFBI), pentafluorobutirilimidazol (PFBI), trimitilsilil 
(TMS), bistrimetilsililacetamida (BSA), hexametildisilazano (HMDS) e trimetilsililimidazol (TMSIM). A 
utilizagao desses compostos de derivagao aumenta a pressao de vapor destes e diminui a polaridade dos 
grupamentos livres, viabilizando a separagao de substancias quimicamente semelhantes, alem de introduzir grupos 
que tornam possivel a detecgao no sistema adotado. 14 

Resfduos de medicamentos veterinarios 

Alem dos contaminantes anteriormente citados, o uso de medicamentos veterinarios acarreta preocupagao aos 
consumidores e aos orgaos de saude, com relagao a qualidade dos alimentos de origem animal para o consumo 
humano. A presenga de xenobioticos, como residuos em alimentos, pode eventualmente acarretar risco a saude da 
populagao, sendo considerado objeto de questionamento em saude publica. 

Os residuos em alimentos de origem animal correspondem aos principios ativos de medicamentos e/ou dos seus 
metabolites, ou ate mesmo as impurezas existentes nos excipientes da formulagao. 

Os possiveis riscos a saude humana, em razao do uso de medicamentos veterinarios, podem estar associados aos 
residuos destes acima dos limites maximos recomendados (LMR) pela legislagao vigente. A presenga desses 
residuos esta potencialmente atrelada ao uso inadequado do produto veterinario, quando nao sao observadas as boas 
praticas de uso de medicamentos veterinarios. 1 '’ 

O LMR e caracterizado como a concentragao maxima de residuo no alimento que e legalmente aceita, sendo 
expresso em ppb (partes por bilhao). Esses valores devem apresentar margens de seguranga suficientes, a fim de 
garantir a seguranga do produto de origem animal. 16 



O estabelecimento do LMR baseia-se no calculo da dose de IDA da substancia; esta, por sua vez, como 
mencionada anteriormente, corresponde a dose que pode ser ingerida durante toda a vida do individuo, sem que 
apresente riscos a sua saude. Esses valores sao constantemente atualizados conforme surgem novos conliecimentos. 
O valor da IDA e expresso em mg do xenobiotico por kg de peso corporeo. 1 

O Codex Alimentarius, a FAO da Organizagao das Nagoes Unidas (ONU) e a OMS determinam os limites 
maximos permitidos para substancias de uso veterinario na criagao animal para produgao de alimentos. Esses 
limites sao fundamentals no comercio internacional de alimentos, a fim de assegurar limites residuais adequados a 
saude humana. 17 

Os limites maximos de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos sao estabelecidos pelo Ministerio da 
Saude por meio da Anvisa e por references internacionais, tais como Mercosul, Codex Alimentarius, FDA/EUA e 
Uniao Europeia. 18 Por exemplo, os LMR para a matriz leite correspondem a 0,1 daquele definido para a carne, uma 
vez que o leite e o principal alimento da dieta de criangas e recem-nascidos. Como as criangas apresentam um 
sistema enzimatico ainda pouco desenvolvido, recomendam-se valores minimos residuais em sua dieta. 2 Alem 
disso, a matriz biologica leite corresponde ao consumo de 22,5 bilhoes de litros, ou seja, um consumo de 151 
g/pessoa/dia. 18 

E importante compreender que o gerenciamento da higiene-sanitaria dos alimentos de origem animal nao se 
baseia exclusivamente no uso correto de medicamentos veterinarios, mas tambem na garantia dos alimentos. Assim, 
os niveis de residuos devem ser inferiores aos considerados como limite maximos de residuos (LMR). 18 De acordo 
com o Programa de Monitoramento e Controle de Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet, criado pela 
Resolugao 253/03 do Ministerio da Saude), a presenga de tais residuos e ocasionada por sua utilizagao para fins 
terapeuticos, profilaticos ou promotores de crescimento, em virtude da nao observancia aos tempos de retirada, 
dosagens corretas, vias de administragao recomendadas, terapia indiscriminada ou ao uso de substancias proibidas. 

De acordo com a Anvisa, as boas praticas de medicamentos veterinarios correspondem ao uso oficialmente 
recomendado ou autorizado, incluindo os periodos de suspensao do tratamento indicado ou autorizado. 18 

O Programa Nacional de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos contempla a analise 
de 2 antiparasitarios e 16 antimicrobianos em leite, selecionados a partir dos seguintes criterios: casos em que 
residuos no alimento oferecem um risco potencial a saude humana; os utilizados na medicina veterinaria, que 
impliquem em um alto potencial de exposigao do consumidor e aqueles que tenham disponibilidade de metodologia 
analitica confiavel, sensivel, pratica e de custo acessivel para programas de controle. As matrizes carne de frango, 
came bovina, came suina, pescado, ovo de galinha e mel de abelha estao em estudo para futuros controles. 18 

O emprego de antimicrobianos deve considerar eficacia, aplicabilidade, seguranga e custo, requerendo o 
conliecimento ou a suspeita quanto ao agente infeccioso e o seu perfil de sensibilidade, assim como avaliagao das 
condigoes clinicas do animal medicado. Aterapeutica deve considerar um regime posologico cuja dosagem e tempo 
de tratamento possibilitem o controle do processo infeccioso, reduzindo-se os riscos de desenvoivimento de 
resistencia bacteriana. 18 

Assim, as boas praticas de uso de medicamentos veterinarios, em especial com relagao ao seguimento das 
especificagoes de utilizagao, sao fundamentais no controle desses contaminantes. Com relagao aos residuos 
antiparasitarios e antimicrobianos, a detecgao e a quantificagao dessas substancias sao avaliadas em partes por 
bilhao, exigindo metodos analiticos sensiveis e seletivos devido a complexidade da matriz. 18 

O controle de helmintos baseia-se, quase totalmente, na utilizagao de anti-helminticos. A finalidade do tratamento 
e limitar a eliminagao de ovos e larvas nas fezes e, consequentemente, reduzir o numero de estagios infectantes no 
meio em que vivem os hospedeiros. 19 

O uso inadequado de anti-helminticos promove a presenga de seus residuos nos tecidos e no leite dos animais, 
usados na alimentagao humana. A quantidade de produtos anti-helminticos no musculo, figado, nos rins, na gordura 
e no leite, muitas vezes esta acima dos limites maximos de residuos preconizados pela OMS. 19 

Os antibioticos correspondem aos agentes antibacterianos especificos, produzidos por organismos vivos, bem 
como analogos estruturais obtidos por sintese completa ou parcial, capazes de inibir processos vitais de uma ou 
mais especies de microrganismos, podendo agir ate mesmo em baixas concentragoes. 

Esses compostos sao usados profilatica e terapeuticamente na criagao animal. O uso profilatico em animais de 
corte em doses subterapeuticas evita infecgoes, melhora a eficiencia da ragao e do desempenho no cruzamento e 



promove o aumento de massa muscular de bovinos, aves e sulnos. No entanto, ha desvantagens, tais como a 
presenga de reslduos em carne, leite, ovos e o aparecimento de patogenos resistentes em ecossistemas especlficos 
como hospitals, fazendas e alimentos. 19 

Quando usados, acarretam desvantagens economicas e sociais, uma vez que interferem na produgao de queijo e 
iogurte dependentes de bacterias lacteas que sao sensiveis aos antibioticos; o que dificulta o processo de 
fennentagao e ocasiona prejuizo de tais derivados lacteos. Outro aspecto decorrente da presenga desses residuos 
esta nas dificuldades da exportagao, uma vez que podem estar acima do limite maximo de residuos preconizados 
pelas legislagoes internacionais, oferecendo potencial risco de resistencia bacteriana aos consumidores. 

As analises de antimicrobianos em alimentos baseiam-se em metodos antimicrobianos, corroborados pela 
inibigao do crescimento de microrganismos sensiveis que sao semeados em placas de agar. Embora sejam 
sensiveis, tais metodos nao sao muito especlficos e, em geral, correspondem a tecnicas demoradas. Para veneer as 
suas desvantagens, utilizam-se testes de triagem, exemplificados pelos kits comercialmente disponiveis. Sao testes 
rapidos e de simples execugao da analise para detecgao de medicamentos veterinarios, com base nos principios da 
inibigao microbiana ou enzimatica, ou em enzimoimunoensaios e radioimunoensaios, e propiciam a execugao de um 
grande numero de amostras. Em virtude da baixa especificidade dos metodos de triagem, eles podem apresentar 
resultados falso-positivos, o que toma necessario o uso de testes analiticos que confirmem a presenga de tais 
residuos. Os testes de confirmagao baseiam-se em metodos fisico-quimicos que possibilitam a identificagao dos 
residuos em niveis inferiores ao LMR. 

No Brasil, o Ministerio da Agricultura, por meio do Plano Nacional de Controle de Residuos Biologicos em 
Produtos de Qrigem Animal (PNCRB), sistematiza os meios de controle da contaminagao desses produtos por 
residuos de compostos de uso agropecuario. Como exemplo, este programa estabelece, como LMR, a quantidade de 
100 ppb para as tetraciclinas em leite. 15 20 

O Quadro 12.3 apresenta os principios ativos e parametros analiticos com respectivos limites atualmente 
estabelecidos como aceitaveis, em conformidade com a legislagao vigente. 

Comentariosfinais 

Existem diversos compostos toxicos que podem ser veiculados pelos alimentos, sejam eles de origem natural, 
aditivos ou contaminantes. O fundamental e observar o preconizado por Paracelsus, que ha 500 anos considerou que 
nao existe substancia inocua, e sim maneiras adequadas de utiliza-las. 

No caso dos alimentos, estes devem ser ingeridos de maneira saudavel, nas quantidades adequadas a saude, 
privilegiando o uso da piramide alimentar e ingerindo alimentos de boa qualidade, cuja produgao seja 
frequentemente fiscalizada. Atualmente, observa-se um cuidado maior na fiscalizagao dos alimentos consumidos 
por populagoes de paises desenvoividos, e tambem naqueles em processo de desenvolvimento. O ideal e que esta 
tendencia possa ser observada em todos os paises do mundo, sem as constantes crises de falta de alimento e a 
ingestao de alimentos contaminados. 


Quadro 12.3 Relagao de principios ativos e parametros de analise de antimicrobianos e antiparasitarios em leite. 

Grupo 

Principios ativos 

IDA* pg/kg 

LMR pg/kg 

Metodos 

Antimicrobianos 

Benzilpenicilina/ 

0 a 30 pg/ 

4 



benzilpenicilina-procaina (a) 

pessoa/dia 


Triagem** 


Di- 

0 a 50 

200 

CLAE-UV 


hidroestreptomicina/estreptomicina 



CLAE-DFL 


(b) 



CLAE-EM 


Neomicina 

0 a 60 

500 



Eritromicina 


40 




Tetraciclina/oxitetraddina/ 

dortetraddina (c) 

0 a 30 

100 


Ampidlina 


4 


Amoxidlina 


4 


Ceftiofur (d) 





Cloranfenicol 


0 

Triagem** 

CG-DCE 

CG-EM 

CLAE-UV 

CLAE-EM 


Sulfametazina 

Sulfatiazol 

Sulfadimetoxina (e) 

0 a 50 

100 

Triagem** 

CCD-DENS 

CLAE-UV 

CLAE-DFL 

CLAE-EM 

Antiparasitarios 

Abamectina (f) 

0 a 1 

0 

CLAE-DFL 


Ivermectina (g) 

0 a 1 




IDA: ingestao diaria aceitavel; LMR: limite maximo de residuos; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia; DFL: detector de 
fluorescencia; CG: cromatografia gasosa; DCE: detector de captura eletronica; EM: espectrometria de massas; CCD: cromatografia em 
camada delgada; DENS: densitometria. (a) o LMR refere-se ao somatorio dos residuos de benzilpenicilina e benzilpenicilina procaina 
expressos como benzilpenicilina. A IDA refere-se ao somatorio dos dois principios ativos; (b) a IDA e o LMR referem-se ao somatorio de 
estreptomicina e diidroestreptomicina; (c) a IDA e o LMR referem-se ao somatorio das tres tetraciclinas; (d) LMR expresso como 
desfuroilceftiofur; (e) o LMR refere-se ao somatorio de todas as sulfonamidas; (f) LMR expresso como abamectina B1A; (g) LMR 
expresso como ivermectina B1A. *1DA expressa em pg/kg de peso corporeo/dia, exceto para benzilpenicilina e benzilpenicilina procaina. 
**Bioensaios, enzimoimunoensaios, radioimunoensaios. Fonte: Brasil, 2003. 
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Capi'tulo 13 

Analise de Contaminantes Ambientais 


Danielle Palma de Oliveira ♦ Daniel Junqueira Dorta 


Introdu^ao 

“...O que ocorrer com a terra recaira sobre os filhos da terra. O homem nao tramou o tecido da vida; ele e simplesmente um de seus fios. 
Tudo o que fizer ao tecido, fara a si mesmo...”. 

Esse texto foi extraido de uma carta escrita pelo chefe de uma tribo indigena, em resposta ao presidente dos 
EUA, que propos a compra de grande parte de suas terras, oferecendo em troca a concessao de uma reserva. Nesse 
texto, o indio sabiamente tratou da estreita relagao entre a qualidade ambiental e a saude humana em um dos mais 
belos e profundos pronunciamentos ja feitos em defesa do meio ambiente. 1 

A poluigao ambiental por agentes toxicos e uma realidade preocupante e crescente, e e causada pelo desrespeito 
aos bens naturais que se manifesta de diversas maneiras, como o langamento direto ou indireto de despejos 
industrials domesticos e agropecuarios sem tratamento ou apos tratamentos ineficazes; deposigao inadequada desses 
residuos, muitas vezes clandestinamente; alem da falta de politicas eficazes de protegao e educagao ambiental. 2 

A Toxicologia Ambiental tern como objetivo principal a avaliagao do impacto da presenga dessas substancias no 
meio ambiente e os efeitos sobre os organismos vivos e se fundamenta em dois principios basicos: 

• A sobrevivencia da especie humana depende do bem-estar dos outros organismos e da disponibilidade de ar, 
agua e alimentos de qualidade 

• Tanto os agentes toxicos de fontes antropogenicas como os de origem natural podem causar danos aos 
organismos.' 

Considerando que, com o conforto e a tecnologia atuais, existencia de compostos quimicos no meio ambiente e 
inevitavel; 4 as analises ambientais visam ao controle dos niveis desses contaminantes para prevenir ou minimi z ar 
danos as populagoes. 2 Alem disso, as analises sao ferramentas fundamentals na tomada de decisoes em casos de 
acidentes ambientais e para a avaliagao da eficacia de processos de remediagao. 5 

Coleta de amostras ambientais 

Assim como em qualquer analise laboratorial, a coleta adequada das amostras e de fundamental importancia para 
garantir representatividade e, consequentemente, resultados confiaveis. E importante salientar que, devido as 
constantes alteragoes ambientais, nao existem amostras iguais; dessa maneira, o planejamento da coleta deve ser 
criterioso para fornecer uma quantidade de amostras suficiente para realizagao de todos os testes requeridos. 
Diferentes fatores devem ser considerados ao se programar uma coleta, tais como: tipo de amostradores 
disponiveis; localizagao, acesso e numero de pontos de coleta; caracteristicas fisico-quhnicas da regiao; condigoes 
meteorologicas e treinamento da equipe. '' 





Existem diversos tipos de procedimentos de coleta de amostras ambientais que devem ser escolhidos de acordo 
com os objetivos do trabalho. No Brasil, e comum a utilizagao de normas adotadas por instituigoes nacionais, como 
as Normas Tecnicas da Companliia Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB), e internacionais, como as da 
Environmental Protection Agency (USEPA), American Public Health Association (APHA) e American Society for 
Testing and Materials (ASTM). 

A Associagao Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT) apresenta varias Normas Brasileiras (NBR) com 
recomendagoes, com o intuito de padronizar os procedimentos de coleta, como a NBR n- 9.898/87 para efluentes 
liquidos e a NBR n 2 1.007/2004 para residuos solidos." 

O procedimento adotado deve ser documentado e seguido rigorosamente em cada campanha de amostragem, para 
possibilitar a comparagao de resultados no monitoramento ambiental. A ficha de coleta deve conter a data e o 
horario da coleta, bem como as condigoes climaticas. E necessario registrar o horario de chegada ao laboratorio e 
iniciar os procedimentos de cadeia de custodia. 

De modo geral, as amostras devem ser armazenadas em camaras frias (em torno de 4°C) e ao abrigo da luz. De 
acordo com a USEPA, as amostras devem ser processadas em ate 36 h apos a coleta; 71 " no entanto, alguns 
laboratories adotam o prazo de 7 dias. Durante a coleta e o transporte, deve-se evitar a aeragao das amostras para 
minimi zar reagoes de oxidagao. 

■ Coleta de ar 

O ar atmosferico e composto basicamente de duas fases: a fase particulada, que pode carrear diversos tipos de 
substancias toxicas, como metais e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA); e a fase gasosa, constituida de 
gases e vapores. Independentemente da fase a ser analisada, os amostradores devem ser posicionados a favor do 
vento e em altura apropriada ao objetivo do trabalho. Na avaliagao da existencia de compostos toxicos no ar 
respiravel por humanos, por exemplo, o equipamento de coleta deve ficar a 1,60 m do solo. 11 

Diversos tipos de amostradores estao comercialmente disponiveis. Para a coleta de material particulado, a 
amostragem dinamica e a mais empregada. Os equipamentos mais comuns sao constituidos de uma bomba de 
suegao que conduz o ar, sob fluxo constante, atraves de um filtro de fibra de quartzo ou vidro, que pode ser 
impregnado com substancias adsorventes (como Teflon®) ou por meio de uma membrana de poros de tamanhos 
variaveis. Para a coleta de particulas inalaveis, recomenda-se a utilizagao de poros de 10 pm. 1115 

Amostradores passivos compostos de espumas de poliuretanos, membranas semipermeaveis, polietileno e 
Amberlite XAD® sao largamente utilizados para a coleta de compostos volateis e semivolateis, tais como os 
poluentes organicos persistentes (POP). 16-19 Os amostradores passivos sao expostos nos pontos de coleta 
escolhidos por um tempo determinado e nao necessitam de energia eletrica e de pessoal treinado. Porem a 
velocidade do vento pode influenciar a eficiencia da coleta. 16,19,20 

Atualmente, a tecnica de microextragao em fase solida (SPME, solid phase microextraction ) tern sido utilizada 
para amostragem passiva em analise de ar atmosferico. Nesse caso, a coleta e tambem considerada como um 
procedimento de extragao in situ, no qual a fibra condicionada termicamente e exposta no ponto de coleta por tempo 
determinado. Ao final desse periodo, a fibra e recolhida e levada ao laboratorio para a analise cromatografica. 21 As 
condigoes climaticas como umidade e temperatura, alem da concentragao do analito, devem ser consideradas na 
interpretagao dos resultados. 21 Para minimi z ar as diferengas em relagao a velocidade do vento, a coleta por SPME 
pode ser feita por amostragem dinamica, utilizando uma bomba de suegao, que conduz o ar ate um recipiente 
fechado, no qual a fibra e exposta por meio de um septo. 22 

Equipamentos especificos podem ser utilizados conforme o analito de interesse. Para analise de mercurio, pode 
ser utilizada a bomba de suegao acoplada a tubos contendo ouro metalico, que ao entrar em contato com o metal, 
forma amalgama. Apos a coleta, o aparato e aquecido e o mercurio, liberado. 23 

Apos a coleta, os amostradores devem ser acondicionados em sacos de polietileno, que devem ser fechados, 
retirando-se a maior quantidade de ar possivel, e enviados ao laboratorio. 12 

■ Coleta de aguas 

A primeira etapa da coleta de amostras de agua e a cuidadosa determinagao do ponto de coleta; alem disso, e 
importante definir se o local de amostragem e um corpo receptor de efluentes (industrials ou domesticos). Se o 


objetivo do estudo for avaliar a contribuigao do langamento de um determinado tipo de efluente na qualidade do 
corpo receptor, a coleta deve ser realizada logo apos o langamento da fonte poluidora, porem evitando-se retirar 
agua da pluma do efluente, alem de varios pontos no curso do corpo d’agua para avaliar a capacidade de diluigao. 
Paralelamente, deve ser feita a coleta de um ponto controle, localizado antes do langamento ou em um ponto nao 
impactado por fontes poluidoras, que apresente caracterlsticas semelhantes a regiao em estudo. 

Os pontos de coleta devem ser detalhadamente descritos na ficha de coleta, incluindo suas coordenadas; 
condigoes hidrologicas e geologicas; topografia; condigoes meteorologicas no dia da coleta e nas ultimas 4 semanas; 
e utilizagao da agua (abastecimento publico, recreagao, dessedentagao de animais, irrigagao etc.). 1 "' 24 

Os recipientes de coleta e armazenamento das amostras de agua devem ser cuidadosamente lirnpos, levando-se 
em consideragao o analito de interesse. Amostras de agua utilizadas para analise de fosfato nao podem ser 
acondicionadas em frascos lavados com detergentes, igualmente na analise de surfactantes. 111 Para a coleta de aguas 
superficiais, podem ser utilizados recipientes de vidro (neutro ou borossilicato) ou plastico (polietileno) ou, ainda, 
baldes de metal. No momenta da coleta, os frascos devem ser lavados, pelo menos cinco vezes, com a agua a ser 
amostrada. 10,23 

Para a coleta de aguas superficiais, o recipiente de coleta, seguro pela base, deve ser introduzido no corpo d’agua 
com a boca voltada para baixo, a cerca de 30 cm da superficie, para evitar retirada de contaminantes superficiais. A 
coleta deve ser conduzida contra a corrente e deve ser evitada a entrada de folhas ou outros materials. Caso ocorra a 
entrada desse tipo de detrito, a amostra pode ser filtrada. 2 ' 

Se o objetivo for o estudo de aguas mais profundas, equipamentos especificos devem ser utilizados para coletar 
amostras de agua de formas diferentes. Alguns aparelhos apresentam um recipiente que e mergulhado fechado e, 
apos alcangar a profundidade desejada, e aberto. Ao final da coleta, um mecanismo acionado pelo tecnico fecha o 
recipiente e o traz a superficie. 10 Outro modo de coleta e o emprego de um amostrador, o qual e introduzido aberto 
na coluna d’agua e mergulhado ate a profundidade desejada. Nesse percurso, o fluxo de agua vai penetrando no 
recipiente, que e fechado e trazido ate a superficie. 1,1 

Frascos de vidro ambar com tampa sao os mais utilizados para o armazenamento das amostras liquidas. 
Dependendo das caracterlsticas flsico-quimicas da substancia de interesse, nao e recomendado o uso de frascos e 
tampas de borracha e plastico, pois podem ocorrer processos de adsorgao ou absorgao. 1 " Se for necessaria a 
preservagao da amostra, este procedimento deve ser realizado logo apos a amostragem e esta informagao deve ser 
incluida na ficha de coleta. 1(1 

Aguas subterraneas 

A coleta de aguas subterraneas envolve, inicialmente, a purga do pogo para a retirada da agua estagnada, que nao 
e representativa do aquifero. Recomenda-se que o volume de purga do pogo seja estimado em cerca de tres a cinco 
vezes o volume do pogo. Assim, a agua estagnada e substituida por agua de formagao. 25,26 Para a coleta 
propriamente dita, sao utilizados basicamente tres tipos de amostradores: Bailer®, bombas de alta vazao e bombas 
de baixa vazao. 26 

O equipamento de Bailer® e utilizado tanto para a purga quanto para a amostragem. E constituido de um tubo 
tango de diametro variavel, aberto nas extremidades e apresenta na extremidade inferior uma valvula que se fecha 
ao termino do procedimento. A agua preenche o amostrador sem necessidade de sucgao ou pressao. A bomba 
eletrica de alta vazao e tambem utilizada para purga e coleta, e deve ser introduzida na porgao mais profunda do 
pogo, podendo alcangar profundidades de ate 75 m. Essas bombas produzem um fluxo intenso e constante de agua, 
o que pode provocar aeragao excessiva da amostra; alem disso, necessitam de geradores de energia que podem 
transferir calor para a amostra, prejudicando sua integridade quimica. A bomba de baixa vazao retira agua do pogo 
de maneira lenta (fluxo de 100 a 500 mf/min). Empregando essa metodologia, nao ha necessidade de purgar 
grandes volumes de agua do pogo. Neste caso, utiliza-se uma bomba pneumatica de bexiga alimentada por um 
compressor eletrico ou um cilindro de C0 2 . 26 

■ Coleta de sedimentos 

O monitoramento de agua de mananciais tern se desenvolvido e, atualmente, sabe-se que a contaminagao dos 
sedimentos tern estreita relagao com a qualidade da coluna de agua. Existem diversas tecnicas para a coleta de 


sedimentos, sendo mais comum o uso de dragas e testemunhos. 8,2 Para a correta avaliagao do potencial toxico de 
uma amostra de sedimento, e importante tambem a analise da agua intersticial, que e considerada a fase disponivel 
para os organismos que vivem no sedimento, pois os contaminantes associados as particulas nao estao 
biodisponiveis. 27 

A coleta de testemunhos curtos da coluna sedimentar pode ser feita empregando um coletor cilindrico de metal ou 
plastico (aproximadamente 9 cm de diametro), munido de pistao na extremidade superior, o que possibilita a 
amostragem de testemunhos praticamente nao perturbados. O cilindro e introduzido no sedimento e, ao ser igado, 
carrega cerca de 10 a 15 cm de amostra. 8 27 Essa tecnica torna possivel o seccionamento da amostra quando houver 
interesse em avaliar a presenga de contaminantes nas diferentes camadas do sedimento. 

Em geral, as coletas de sedimentos superficiais sao feitas empregando-se dragas manuais, principalmente as dos 
tipos Birge-Ekman®, Ponar® e van Veen®. 8 ’ 27 

Em qualquer um dos possiveis ambientes de amostragem (seja rio, lago, oceano etc.), a coleta ocorre 
preferencialmente nas areas de deposigao de sedimentos finos (argila), nas quais os contaminantes sao normalmente 
retidos e a comunidade bentonica e mais desenvolvida. 2 

Analises toxicologicas ambientais 

A poluigao ambiental pode ser proveniente de diversas fontes como cargas pontuais de origem industrial e 
domestica, e fontes difusas industrials e agricolas. Considerando essa diversidade de fontes poluidoras, a analise de 
todos os possiveis contaminantes ambientais e inexequivel. Em geral, a qualidade ambiental e avaliada por meio de 
analises quimicas e biologicas. Embora essas tecnicas de controle sejam totalmente distintas, a utilizagao de ambas 
e imprescindivel, pois sao complementares; ou seja, a avaliagao da qualidade de um compartimento ambiental deve 
ter como base os resultados obtidos nas duas formas de analises. 2 " 24 

■ Analises quimicas 
Extraqao de amostras 

Atualmente, a tecnica de extragao liquido-liquido tern pouca aplicagao em analises ambientais, nao apenas por ser 
laboriosa, mas tambem devido ao aspecto etico relacionado com o descarte de grandes volumes de solventes. Essa 
tecnica se restringe praticamente a amostras de efluentes industrials, domesticos e de sedimentos. 2 ' 2 E, ainda, 
utilizada para a extragao de amostras de agua quando estao com alto grau de contaminagao e/ou detritos. 32 

Em geral, as amostras ambientais solidas e semissolidas, como solos e sedimentos, sao extraidas por 
ultrassonicagao, empregando solventes organicos diversos, que devem ser escolhidos de acordo com o objetivo da 
analise.’' - " 6 Alem disso, e possivel utilizar um extrator tipo Soxhlet com solvente, apos secagem da amostra; 
contudo, muitas vezes, ha a necessidade de utilizar tambem a ultrassonicagao. ' 

Em laboratories de rotina, as resinas do tipo Amberlite XAD® sao as mais empregadas para a 
extragao/concentragao de amostras de agua bruta e tratada, 29,39-42 principalmente quando o extrato sera utilizado em 
bioensaios, como o teste de salmonela/microssoma. Essas resinas sao constituidas por polhneros de estireno 
divinilbenzeno de superficie altamente porosa, que possibilitam a extragao de varios compostos polares e apolares, 
sendo adequadas em casos de investigagoes em que nao se conhece o agente toxico. As resinas XAD®-2 e 
XAD®-4 apresentam caracteristicas nao polares e, por isso, sao bastante utilizadas para a extragao de compostos 
organicos apolares." E importante ressaltar que as resinas devem passar por um processo de lavagem (ou cleanup ) 
antes do uso, sendo mais comum utilizar a extragao do tipo Soxhlet e solventes. 43,44 Outros tipos de materials 
adsorventes, como o poliestireno, podem ser utilizados para a extragao em fase solida de amostras ambientais 
liquidas." 

A tendencia atual para a extragao de amostras de agua e a utilizagao da microextragao em fase solida (SPME) e o 
desenvoivimento de novos sorventes para a extragao em fase solida (SPE, solid phase extraction). Alem disso, tern 
sido observado um aumento no uso de outros procedimentos de extragao, em que nao ha demanda da utilizagao de 
volume elevado de solvente, como: a microextragao em fase liquida em gota unica (SDME, single drop 
microextraction) e a extragao sortiva com barra agitadora (SBSE, stir bar sorptive extraction). A SDME envolve a 
formagao de uma pequena gota de solvente extrator por meio de uma micros seringa, que e mantida em contato com 



a amostra por tempo determinando, durante o qual o analito de interesse migra para a gota por afinidade com o 
solvente. Essa gota e retraida para o interior da agulha da seringa e injetada do cromatografo. Esse procedimento 
tern sido empregado na determinagao de eter metil-terc-butilico (MTBE), e componentes de anna de guerra em 
amostras ambientais. A SBSE utiliza uma pequena barra revestida com material adsorvente, como 
polidimetilsiloxano (PDMS), que vibra dentro da amostra aquosa, extraindo os analitos de interesse, que sao 
posteriormente dessorvidos termicamente e analisados por cromatografia a gas, acoplada a espectrometria de 
massas (CG-EM). 45-48 

A extragao por Blue Rayon tern ganhado destaque na analise de substancias mutagenicas policiclicas. Nesse caso, 
fibras de rayon impregnadas com ftalocianina de cobre sao utilizadas para extrair seletivamente substancias com 
estrutura policiclica planar. Tal metodologia pode ser usada tanto para a extragao das amostras em laboratorio 
quanto in situ. 19 51 Inicialmente, essa maneira de extragao foi desenvolvida como procedimento para extrair 
compostos mutagenicos, mas pode ser utilizada para analises quimicas, empregando diversos tipos de equipamentos 
como a cromatografia em fase liquida de alta eficiencia (CLAE), na detecgao e quantificagao dos compostos 
benzotriazoicos PBTA1 e PBTA2; 2 e ainda na concentragao de extratos que serao analisados por cristalografia e 
ressonancia magnetica. Esse procedimento foi empregado para a identificagao da estrutura quimica dos PBTA, 53 
que serao discutidos no item “Contaminantes emergentes” neste capitulo. 

Identificagao e quantificagao 

Em se tratando de analises quimicas ambientais de compostos organicos, as tecnicas cromatrograficas sao as 
ferramentas mais utilizadas para a analise de compostos organicos. 1 1 Dentre essas tecnicas, as cromatografias em 

fase liquida e em fase gasosa (CG) sao as mais citadas na literatura. No entanto, tecnicas mais simples, como a 
cromatografia em camada delgada (CCD), ainda sao utilizadas de maneira bastante satisfatoria, como no estudo 
realizado por Umbuzeiro et al. (2005), 42 no qual azocorantes foram detectados por CCD em amostras ambientais. 
Essa metodologia tern aplicagao principalmente na triagem de amostras, como pode ser verificado na revisao 
publicada por Rathore (1996). 

A gama de possibilidades de detecgao por CG tern aumentado a medida que novos metodos de derivatizagao sao 
desenvoividos, como a aplicagao de agentes derivatizantes compostos por substancias a base de fluor e cloroformio, 
que posibilitam a analise de polialcoois altamente polares e aminas em amostras de agua tratada. 4 

O espectrometro de massas acoplado, tanto a cromatografia em fase gasosa (CG-EM) quanto em fase liquida 
(CL-EM), tern sido empregado na maioria dos artigos relacionados com a detecgao de compostos ambientais, com 
especial destaque para a tecnica de CL-EM. 1 De acordo com Richardson e Ternes (2005), 48 em artigo de revisao, a 
CL-EM tern sido a tecnica de escolha para a analise de contaminantes emergentes como tragos de medicamentos, 
hormonios e desreguladores endocrinos em amostras ambientais aquosas. Essa tecnica possibilita a identificagao de 
poluentes de alto peso molecular sem necessidade de procedimentos de derivatizagao, em concentragoes abaixo de 
nanogramas por litro. 48 

As analises de metais em amostras ambientais sao preferencialmente realizadas por espectrometria de absorgao 
atomica, empregando forno de grafite e espectrometria de emissao atomica (EEA) com indugao de plasma (ICP, 
inductively coupled plasma). Essas tecnicas apresentam limites de detecgao bastante satisfatorios, considerando os 
baixos niveis de metais estabelecidos na Legislagao Brasileira vigente. " Atualmente, as tecnicas de CL-EM com 
ionizagao por eletron spray, a cromatografia em fase liquida com indugao de plasma (CL-ICP) e a cromatografia de 
ions tambem tern sido bastante empregadas na determinagao de substancias inorganicas, incluindo as especies de 
arsenico. 48 

Novas metodologias de enzima imunoensaios (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) tern sido utilizadas 
para a triagem de agentes toxicos em amostras liquidas, possibilitando uma analise rapida e de baixo custo de 
diversos contaminantes. Alem disso, tern sido observado aumento no interesse pelas separagoes de compostos 
quirais, com o desenvolvimento de colunas especificas para cromatografia e eletroforese capilar, alem da utilizagao 
de novas tecnicas como a cromatografia liquida de altissima eficiencia (UPLC, ultra performance liquid 
chromatography ). 48,54,5 8 

Embora varios metodos para analise de contaminantes ambientais estejam sendo desenvolvidos, e importante 
lembrar que, anualmente, toneladas de substancias toxicas sao langadas no meio ambiente, e a maioria delas forma 
misturas complexas com efluentes liquidos, emissoes gasosas e residuos solidos."’ Alem de compostos langados, 


diversas substancias podem ser produzidas no meio ambiente, seja por processos abioticos (como oxidagao, 
redugao, fotorreagao e hidrolise), seja por agao de micro rganismos. Dessa maneira, a identificagao e a 
quantificagao dessa imensa variedade de contaminantes ambientais sao extremamente trabalhosas e de elevado 
custo. Em laboratories de controle ambiental, apenas cerca de 250 a 300 substancias sao analisadas na rotina para 
atender a legislagao vigente. No entanto, estima-se que mais de 100 mil substancias ocorram normalmente em areas 
contaminadas. 2 Os parametros de soma, geralmente empregados em analises ambientais de rotina, como DQO 
(demanda quimica de oxigenio), DBO (demanda bioquimica de oxigenio), COT (carbono organico total) e AOX 
(compostos organicos halogenados adsorviveis), contribuem, embora de maneira restrita, para a avaliagao da 
presenga de compostos quimicos. Esses parametros abrangem grupos de diferentes substancias com comportamento 
e caracteristicas quimicas semelhantes, nao distinguindo substancias individuals. 2 Alem disso, as analises quimicas 
direcionadas a compostos especificos nao produzem informagoes suficientes sobre o potencial toxico de uma 
determinada substancia frente a complexidade das matrizes ambientais. 2 " 

■ Bioensaios 

Bioensaios sao testes comumente utilizados em avaliagoes ambientais para detectar efeitos agudos e cronicos, 
provenientes da exposigao de sistemas vivos as amostras ambientais. Tais ensaios, no entanto, nao fornecem 
informagoes detalhadas sobre a composigao quimica da amostra. 59 Os bioensaios podem ser realizados para 
determinar a toxicidade de agentes quimicos, efluentes liquidos e de lixiviados de residuos solidos; estabelecer 
criterios e padroes de qualidade de amostras ambientais; estabelecer limites de langamento; avaliar a necessidade 
e/ou eficacia do tratamento de residuos industrials e avaliar a toxicidade relativa de substancias toxicas, dentre 
outros. 60 

Em razao da multiplicidade de especies que podem ser utilizadas como organismos teste e as diferengas na 
manifestagao de efeitos toxicos, recomenda-se o emprego de pelo menos tres organismos de niveis troficos 
diferentes na avaliagao de amostras ou substancias desconhecidas. A escolha do organismo depende de varios 
fatores, entre eles, sua representatividade, facilidade de manutengao em laboratorio e relagao com a cadeia alimentar 
do homem. 61 ’ 62 

Esses sistemas podem ser organismos inteiros (bacterias, fungos, algas, crustaceos, larvas, entre outros) ou 
partes deles, como os sistemas celulares, e devem responder com reagoes especificas as intervengoes e perturbagoes 
diretas ou indiretas, causadas por substancias toxicas, incluindo aquelas que foram formadas no meio ambiente. 2 
Em muitos organismos, essas reagoes sao mensuraveis, possibilitando as suas utilizagoes como sensores biologicos 
da existencia de compostos toxicos em amostras ambientais. 2 

Os bioensaios sao empregados para detectar diversos tipos de efeitos; os testes mais aplicados sao os testes 
agudos e cronicos (ou subletais), como os testes de genotoxicidade e mutagenicidade. Bioacumulaqcio, 
biomagnificagao, processos de degradagao e toxicocinetica da biota tambem podem ser avaliados. - Na avaliagao 
ecotoxicologica de sedimentos, podem ser utilizados os invertebrados Hyalella azteca e Chironomus xanthus. A 
bacteria luminescente Vibrio fischeri e empregada para teste de toxicidade aguda de diversas amostras ambientais, 
como efluentes industrials e domesticos, solos, sedimentos e agua em geral. Tal bacteria emite luminescencia em 
ambientes aquaticos favoraveis e, na presenga de agentes toxicantes, a emissao de luz diminui proporcionalmente a 
toxicidade da amostra. 2 Os clodoceros Daphnia spp. e Ceriodaphnia spp. sao amplamente utilizados para estudos 
de toxicidade aguda e cronica, respectivamente. 61 A avaliagao da atividade mutagenica de amostras ambientais pode 
ser avaliada por meio de diferentes bioensaios; 6 ' no entanto, a Sociedade Brasileira de Mutagenese, Carcinogenese 
e Teratogenese Ambiental (SBMCTA) recomenda o teste de mutagao reversa com Salmonella typhimurium (teste de 
Ames) e a pesquisa de micronucleos, que pode ser feita em diversas celulas, desde que sejam capazes de se 
reproduzir. 64 

Os bioensaios consistem basicamente na manutengao do organismo teste em contato com a amostra por um 
tempo determ in ado e avaliagao dos efeitos; podem ser realizados de tres maneiras basicas: 2 

• Testes estaticos: o organismo teste e mantido em contato com a amostra, sem que esta seja trocada durante o 
periodo de exposigao. Porem, dependendo da duragao do teste e da composigao da amostra, podem ocorrer 
alteragoes quimicas que comprometam o resultado. Em testes de curta duragao como os que utilizam 


fotobacterias (exposigao de 30 min), essas alteragoes sao pouco provaveis; no entanto, a medida que o periodo 
de exposigao se prolonga, a possibilidade cresce, como ocorre em teste com algas com tempo de exposigao de 
72 h ou de peixes com exposigao de 96 h 

Testes semiestaticos: utilizados para substancias ou amostras pouco estaveis, que sofrem alteragoes biologicas e 
quimicas por degradagao ou reagoes de hidrolise e/ou fotolise. Quando se trabalha com substancias puras, a 
solugao teste e substituida em intervalos definidos por outra com as mesmas caracteristicas, preparada 
imediatamente antes da troca, para a qual os organismos sao transferidos. Em analises ambientais, a amostra 
coletada e dividida em varias porgoes, mantidas em freezer e descongeladas, conforme os intervalos previstos 
para a troca da solugao. Outra maneira e a coleta de uma nova amostra a cada vez que a substituigao for 
necessaria. No entanto, e importante lembrar que cada amostra ambiental e diferente; mesmo assim, este 
procedimento e adotado para testes cronicos de longa duragao (peixes, Daphnias e moluscos) 

• Sistemas dinamicos: os organismos sao expostos a um fluxo continuo da amostra, muito adequado para a 
avaliagao de meios instaveis (como os que contem substancias volateis), amostras de baixa solubilidade, para 
avaliagao de bioacumulagao e biotransformagao, que sao casos de elevado indice de degradagao. Tal metodo 
pode ser realizado no laboratorio ou in situ. 

Contaminantes emergentes 

Atualmente, existem aproximadamente 28 milhoes de substancias quimicas organicas e inorganicas; destas, 10 
milhoes estao disponiveis no mercado. Infelizmente, menos de 3% das substancias encontradas comercialmente sao 
reguladas ou possuem inventario. 65 Outro fator bastante preocupante e que apenas cerca de 5.000 agentes quimicos 
apresentam dados toxicologicos completos publicados no Hazardous Substances Data Bank (HSDB), uma das bases 
de dados toxicologicos mais completas disponiveis na internet. 66 Assim, as populagoes estao expostas aos mais 
variados compostos quimicos, muitos deles de potencial toxico indefinido. 

Ate alguns anos atras, a grande preocupagao da toxicologia ambiental era com os compostos sabidamente toxicos 
presentes no meio ambiente em quantidades elevadas. No entanto, as agoes tomadas pelos orgaos de controle 
fizeram com que os niveis dessas substancias reduzissem muito, em varias areas.*' 

Entretanto, problemas ambientais novos ou recorrentes tern surgido e tern sido denominados “contaminantes 
ambientais emergentes”. Esses novos contaminantes devem ser estudados com cautela, pois englobam uma 
infinidade de substancias diferentes e provenientes de fontes de emissao difusa.' 17 Alem disso, artigos publicados 
recentemente tern mostrado que os niveis dessas substancias tern aumentado em diversos compartimentos 
ambientais, compondo, muitas vezes, misturas muito complexas. A carencia de dados toxicologicos e do potencial 
de danos ao meio ambiente tambem e uma preocupagao relacionada com esses compostos. 

As principals categorias dos contaminantes emergentes sao: 

• Retardantes de chama bromados 

• Desreguladores endocrinos 

• PBTA (diversos) 

• Compostos perfluorados 

• Produtos de uso pessoal 

• Esteres de ftalatos. 

As ferramentas analiticas mais empregadas para a analise desses compostos sao CLAE e CL-EM, 68 seguidas por 
CG-EM. 


■ Retardantes de chama bromados 

Os incendios levam a morte de milhares de pessoas e deixam sequelas graves em muitas outras. No entanto, o 
numero de acidentes com fogo tern diminuido nos ultimos 25 anos, principalmente devido ao uso dos retardantes de 
chama. 69 

Esses compostos sao utilizados para reduzir a inflamabilidade de diversos produtos de consumo, como tecidos 
sinteticos, componentes eletricos, eletrodomesticos, meios de transporte e na construgao civil. Embora esses bens 




de consumo tenham varios beneficios, eles se queimam com muita facilidade e, uma vez iniciada a ignigao, a 
combustao completa e rapida, reduzindo as chances de escape. 70 71 Assim, os retardantes de chama sao adicionados 
durante ou apos a fabricagao do produto, com o objetivo de inibir e ate mesmo suprimir o processo de combustao, 
por interferir quimicamente com o mecanismo de iniciagao e propagagao de chama. 70 

Existem mais de 175 tipos de retardantes de chama, divididos em classes, que incluem os halogenados 
(bromados e dorados), fosforados, nitrogenados e inorganicos. 69 Dentre esses, os bromados tern sido mais 
utilizados, pois sao mais eficazes. 69-70 Como representantes dessa classe, podem ser citados: tetrabromobisfenol A 
(TBBPA), hexabromociclododecano (HBCD), eter de difenila polibromada (PBDE) e bifenilas polibromadas 
(PBB). 

Em razao de sua alta lipofilicidade, esses compostos sao recalcitrantes no meio ambiente, podendo ser 
encontrados em diversos compartimentos ambientais e em varios fluidos biologicos humanos (p. ex., sangue e 
leite). Os organismos se expoem a esses compostos principalmente por meio da disposigao inadequada de materiais 
que os contenham em sua composigao e pela queima de lixoes, que liberam gases que carreiam e dispersam 
diversos poluentes. Assim, esses compostos tern sido detectados mesmo em locais remotos, como camadas polares, 
onde a exposigao nao e esperada, demonstrando grande potencial de transporte. 69 72-73 Ainda em virtude de suas 
caracteristicas de lipossolubilidade, esses compostos apresentam potencial intrinseco de bioacumulagao e 
biomagnificagao, levando a exposigao de niveis troficos superiores ao atingir a cadeia alimentar, sendo esta a 
principal maneira de exposigao dos humanos. 73-74 

A toxicidade dos retardantes de chama bromados depende de sua estrutura quimica. Os efeitos ja demonstrados 
incluem neurotoxicidade em ratos; podem agir como agonistas do estrogenio a e [3; podem formar alteragoes nos 
niveis dos hormonios tireoidianos, alem de serem indutores das isoformas do citocromo P450 1A1 e 1A2 e de 
enzimas estimulantes da carcinogenese. Estudos recentes demonstram, ainda, que alguns PBDE induzem a 
disfungao mitocondrial, alterando a cadeia respiratoria de celulas hepaticas, alem de induzir a apoptose dessas 
celulas. 77-79 

Na ultima decada, outro problema relacionado com a utilizagao de retardantes de chama bromados tern sido 
apontado: a decomposigao termica, formando dioxinas e furanos, substancias suspeitas de serem 
carcinogenicas. 73-80 Essa decomposigao pode ocorrer durante o estresse termico, enquanto os compostos 
desempenham sua fungao de inibir a propagagao das chamas ou durante a incineragao de produtos que os 
contenham, como ja citado. 69-73 

E de grande preocupagao a presenga de retardantes de chama bromados, principalmente os PBDE nos ambientes 
aquaticos, visto que ha abundantes evidencias dos seus efeitos toxicos em organismos diversos. Assim, apesar da 
baixa solubilidade em agua, concentragoes na ordem de pg a ng tern sido relatadas em amostras de agua. Por 
exemplo, Moon et al. (2012) 73 detectaram 23 compostos dessa classe no lago artificial Shihwa, na Coreia, em 
concentragoes que variaram entre 0,16 e 11 ng/f. 

Os PBDE apresentam diferentes padroes de distribuigao nos corpos d’agua, nos quais, devido a troca ar-agua, os 
compostos menos bromados sao facilmente encontrados na parte superficial; enquanto os compostos com maior 
numero de atomos de bromo em sua estrutura estao mais presentes em aguas mais profundas. 

■ Desreguladores endocrinos 

Os desreguladores endocrinos tern ganhado destaque na ultima decada, pois pesquisas tern mostrado que algumas 
substancias sinteticas e/ou naturais presentes no ambiente podem agir no sistema endocrino, causando efeitos 
toxicos para os humanos e para o ecossistema em geral, como disturbios na reprodugao e no desenvolvimento 
embrionario de diversos animais. 717 Esses compostos estao presentes nos mais variados produtos disponiveis 
comercialmente como: surfactantes, farmacos, fragrancias, antissepticos, retardantes de chama e praguicidas. 
Levando em consideragao que inumeras substancias sao sintetizadas anualmente e que estas poderao atingir o meio 
ambiente, a capacidade de agao no sistema endocrino para contaminantes ambientais esta constantemente 
aumentando. 7 ' Aparentemente, varias especies de animais ja foram afetadas por esse tipo de substancia, tais como 
aves, peixes, tartarugas, crustaceos e alguns mamiferos. Dentre as manifestagoes de efeitos, destacam-se as 
disfungoes de tireoide, redugao da fertilidade, diminuigao do sucesso da gestagao, teratogenese, anomalias 
metabolicas e comportamentais, feminilizagao de machos e masculinizagao de femeas. Os desreguladores 


endocrinos podem agir de diferentes formas: substituigao dos hormonios naturais, bloqueio da agao hormonal e 
redugao dos nlveis dos hormonios naturais. Em geral, as concentragoes dessas substancias encontradas no meio 
ambiente nao causam citotoxicidade ou danos ao DNA; porem, atuam no sistema endocrino, manifestando efeitos 
deleterios nao somente no organismo exposto, mas principahnente nos seus descendentes A 

Estudos mostraram que o DDT (diclorodifeniltricloroetano) apresenta atividade estrogenica em doses baixas. De 
acordo com Klotz et al. (1997), o DDT pode levar ao aumento do peso uterino e do nivel de omitina 
descarboxilase uterina em ratos, alem de causar feminilizagao de embrioes masculinos. De acordo com Nelson 
(1974), 88 o DDT e seus metabolites se ligam efetivamente ao receptor uterino 3 H- estradiol em ratos, o que 
determina sua agao estrogenica. Alem disso, essas substancias tambem tern capacidade de se ligar com receptores 
humanos de progesterona, nao como agonista, mas como inibidor, como foi demonstrado em um estudo realizado 
por Klotz et al. (1997), 87 utilizando celulas humanas de cancer de mama, T47D, o que reforga sua atividade 
estrogenica. Efeitos semelhantes podem ser observados em humanos expostos a baixas doses do inseticida, como 
redugao da quantidade e qualidade de espermatozoides, anomalias genitais masculinas, aumento da incidencia de 
cancer testicular, prostata e mama, dentre outros. 84-89 Considerando a alta estabilidade do DDT no meio ambiente, 
este composto ainda e encontrado em compartimentos ambientais, mesmo que seu uso tenlia sido proibido ha anos. 
A presenga do DDT e de outros poluentes organicos persistentes (POP) nas legislagoes ambientais brasileiras, que 
foram recentemente atualizadas, mostra a necessidade de continuar o monitoramento desses compostos. 56-57 

De acordo com a EPA, a exposigao pre-natal as bifenilas policloradas (PCB) pode causar alteragoes no sistema 
genital e danos no desenvolvimento neurologico, devido ao seu potencial como desregulador endocrino. 9 " Do 
mesmo modo que o DDT, as PCB foram banidas ha anos; contudo, ainda podem ocorrer manifestagoes toxicas 
resultantes da exposigao a baixos niveis, em razao de sua alta estabilidade do meio ambiente. 91-92 

Uma classe de compostos que, no entanto, tern sido langada no ambiente em grandes quantidades e com agao de 
desregulagao endocrina bem-definida sao os estrogenios naturais ou sinteticos, utilizados principahnente na pilula 
para a anticoncepgao, na reposigao terapeutica durante a menopausa ou na prevengao do aborto, como o 17a- 
etinilestradiol utilizado nas pilulas contraceptivas e o dietilestilbestrol, muito usado na prevengao do aborto na 
decada de 1970 e de utilizagao proibida em muitos paises na atualidade. Tanto os estrogenios naturais quanto os 
sinteticos sao excretados na forma conjugada, ou seja, na fonna inativa; no entanto, sob condigoes ambientais ou 
apos o tratamento nas ETE (estagoes de tratamento de esgoto), esses conjugados sao hidrolisados, liberando os 
hormonios na sua forma livre e ativa novamente. 93 

Em 2012, a Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD) divulgou um artigo detalhado 
sobre os testes in vitro e in vivo para a avaliagao de desreguladores endocrinos, tanto diretos como em amostras 
ambientais. 94 Um desses testes e o da produgao de vitelogenina, uma proteina tipica do sexo feminino, que pode ser 
detectada em pequenas concentragoes em machos e peixes jovens. A indugao da produgao dessa proteina em machos 
tern sido amplamente utilizada como um biomarcador dos efeitos estrogenicos. 93 

■ Derivados dos 2-fenilbenzotriazois 

Recentemente, Watanabe et al. (2002) 94 mostraram que, no Japao, alguns rios estavam altamente contaminados 
com compostos mutagenicos. Os autores relacionaram a mutagenicidade detectada com a presenga de uma nova 
classe de benzotriazois, derivada do 2-fenilbenzotriazol (PBTA), que era responsavel por pelo menos 50% na 
atividade mutagenica detectada. 

Estudos de sintese demonstraram que os PBTA sao formados a partir da redugao de corantes azoicos por 
hidrossulfito de sodio, e apos sucessivas etapas de cloragao com acido hipoclorico. 95 No meio ambiente aquatico, a 
existencia dessas substancias pode ocorrer, inicialmente, por meio do tratamento dos efluentes texteis com 
hidrossulfito, utilizado para remogao da cor, produzindo os PBTA nao dorados (non C1PBTA). Esse efluente, 
agora sem cor, sendo enviado a uma estagao de tratamento de esgoto municipal, que clora seus efluentes antes de 
libera-los para os corpos d’agua, podera produzir os PBTA. Outra possibilidade e a formagao de non C1PBTA 
durante o processo de tingimento, no qual agentes redutores sao utilizados para a remogao do excesso de corantes, 
que nao aderiram a fibra durante o banho de tingimento."" Dessa maneira, esses compostos nao dorados estariam 
presentes no efluente langado ao meio ambiente, podendo chegar as Estagoes de Tratamento de Agua (ETA). Ao 
ocorrer o processo de desinfecgao da agua utilizando cloro, os PBTA seriam formados e, se nao forem removidos 


pelo tratamento, poderiam contaminar a agua de abastecimento publico. 

A atividade mutagenica dos PBTA detectada com as linhagens TA98 e YG1024, na presenga de ativagao 
metabolica, e cerca de 60 vezes maior que a atividade detectada para o corante original. 4 '' Varios PBTA diferentes ja 
foram descritos na literatura, e suas estruturas variam de acordo com o corante que o originou. Provavelmente esses 
compostos nao afetam somente o DNA, mas tambem proteinas estruturais e regulatorias, envolvidas nos processos 
de divisao celular. Os autores sugerem que, devido as semelhangas estruturais entre os varios tipos de PBTA, os 
outros compostos desta classe podem apresentar os mesmos efeitos. 9 

■ Compostos perfluorados 

Sao compostos de origem exclusivamente antropogenica, sendo extremamente estaveis no meio ambiente. 
Estudos tern mostrado que os niveis ambientais dessas substancias tern crescido muito desde a decada de 1980, 
tendo sido detectados em diversos animais e humanos, inclusive em animais polares, o que evidencia sua intensa 
capacidade de transporte. 98,99 Podem sofrer transformagoes ambientais ou por meio de organismos vivos, levando a 
formagao de derivados aindamais estaveis. 99,100 

A classe dos compostos perfluorados (PFC) inclui diferentes representantes, tais como perfluorossulfonatos, 
perfluorocarboxilatos e perfluoro-octano sulfonatos. Sao incorporados a diversos bens de consumo, com o objetivo 
de repelir tanto a agua quanto as substancias oleosas; por isso, sao utilizados em carpetes, couros, produtos texteis, 
papeis e como revestimento de panelas, como o Teflon®. 98,100 Alem disso, sao utilizados como retardantes de 
chama, inseticidas e herbicidas, em formulagoes cosmeticas, lubrificantes e adesivos. 98,101 

De acordo com a Enviromnental Protection Agency (EPA), a exposigao aos derivados sulfonados e octanoicos, 
ainda que em niveis baixos, pode levar a danos hepaticos, alteragoes reprodutivas, no desenvoivimento fetal e no 
sistema neuroendocrino de ratos. 98,101103 Testes em animais mostraram que os perfluoro-octano sulfonatos podem 
induzir ao cancer, e estudos epidemiologicos constataram que, com a exposigao ocupacional aos compostos 
perfluorados, houve aumento na incidencia de cancer de bexiga nos trabalhadores. 98,101 Alem disso, foi comprovado 
que os derivados octonoicos alteram a comunicagao intercelular hepatica e a proliferagao de peroxissomas. 99,101,104 
Considerando-se esses efeitos e a alta permanencia no meio ambiente, alem da bioacumulagao e biomagnificagao, a 
EPA recentemente proibiu a produgao de polimeros que contenham alguns compostos perfluorados (como os 
perfluorossulfonatos e perfluorocarboxilatos) na sua composigao. 98 

■ Produtos de uso pessoal 

Esta classe engloba uma infmidade de produtos, tais como: medicamentos; produtos utilizados para diagnostico; 
componentes de cosmeticos e fragrancias; suplementos alimentares. 67,105 Esses produtos sao largamente utilizados 
em todo o mundo e, juntamente com seus metabolites e produtos de transformagao, estima-se que estejam presentes 
no meio ambiente em quantidades semelhantes aos praguicidas. 10 '' Atingem os corpos d’agua por meio do 
langamento in natura de esgotos domesticos e de laboratories ou, ate mesmo quando existe tratamento, os 
processos comumente empregados nao sao capazes de remover totalmente esses compostos. 10 '' 100 

A preocupagao com relagao a existencia dessas substancias no meio ambiente reside no fato de que a maioria 
delas foi desenvolvida para obter um efeito biologico especifico, como os hormonios e antibioticos, podendo 
exercer essa fungao em organismos expostos nos ambientes contaminados. 67,106 

Ate o momento, pouco se conhece sobre os efeitos da presenga de farmacos e seus metabolites no meio 
ambiente. 67 Na literatura, ha maior numero de artigos a respeito de antibioticos devido a sua indiscutivel capacidade 
de alterar as comunidades microbiologicas, alem do desenvolvimento de resistencia de patogenos humanos. 107106 
Embora diversos outros principios ativos ja tenliam sido detectados em amostras ambientais, ainda pouco se 
conhece sobre seus efeitos. Entre os principals, se destacam os de agao anti-inflamatoria, analgesicos, 
contraceptives, broncodilatadores e reguladores lipidicos. 107 Estudos mostraram que alguns farmacos com 
mecanismos de agao especificos (p. ex., antidepressivos triciclicos e inibidores de recaptagao de serotonina) podem 
causar desequilibrio para os ecossistemas aquaticos, ainda que em baixos niveis. 105 

Alguns componentes de fragrancias, como os derivados nitro e aminonitro, sao recalcitrantes no meio ambiente e 
apresentam comprovada toxicidade aguda para organismos aquaticos, como crustaceos, algas e peixes, que podem 
levar a alteragoes ecologicas, erroneamente confundidas como mudangas naturais. 105 Testes in vivo e in vitro 


mostraram que os nitro e aminonitro musks tem agao antiestrogenica. 10 O termo musks refere-se as substancias 
extraidas de glandulas de alguns animais, sendo muito utilizadas devido ao forte odor e capacidade de fixagao. Por 
isso, utilizam-se na composigao de perfumes, sabonetes, xampus, cremes e produtos de limpeza, entre outros. 1 11 " 7 

■ Esteres de ftalatos 

Ftalatos ou esteres de ftalatos (esteres do acido 1,2-benzenodicarboxllico) sao utilizados como substancias 
plastificantes, que sao incorporadas em plasticos utilizados em diversos produtos comercialmente disponiveis, 
principalmente cloreto de polivinila (PVC), para aumentar sua flexibilidade. 108,109 Como esses compostos nao se 
ligam quimicamente aos plasticos, facilmente ocorre migragao de ftalatos para os produtos contidos nas embalagens 
plasticas, como alimentos e agua. Aparentemente, ess a migragao depende da temper atura a que as embalagens sao 
expostas e da estrutura quimica do ester de ftalato. Esse evento pode ocorrer tanto com temperaturas atingidas ao 
deixar embalagens de alimentos expostas ao sol, como utilizando fornos de micro-ondas. 110,111 Estudos recentes, no 
entanto, mostraram que tambem pode ocorrer contaminagao de agua mineral, por migragao de ftalatos das 
embalagens, ainda que nao ocorra exposigao a altas temperaturas. 112 

Alguns representantes de baixo peso molecular dessa classe, como o dimetilftalato, sao muito utilizados em 
cosmeticos e perfumes, pois possibilitam melhor fixagao da fragrancia, por evitar a rapida evaporagao. 113 

Aprodugao anual deste grupo de substantia e de aproximadamente 5,2 milhoes de toneladas, sendo, portanto, um 
serio problema ambiental, considerando seu potencial inerente de aderir ao material particulado e bioacumular em 
organismos aquaticos. 114 

Estudos tem mostrado que os esteres de ftalatos agem como desreguladores endocrinos, mimetizando a fungao 
estrogenica, por ativagao de receptores. 109,115,116 Alem disso, alguns representantes desta classe (como o di -n- 
propilftalato) podem sofrer fotorreagao quando expostos a luz solar, o que produz derivados com a mesma 
capacidade. 104 Outros efeitos toxicos relacionados com a exposigao aos esteres de ftalatos incluem irritagao dos 
olhos, nariz e garganta; os de alto peso molecular, como o butiloctilftalato, sao possiveis carcinogenos e 
teratogenos, e podem causar danos no figado e rins. 113 
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Capitulo 14 

Fundamentos do Preparo de Amostras 


Maria Elisa Pereira Bastos de Siqueira ♦ Eduardo Costa de Figueiredo 


Introdu^ao 

Em todas as areas de interesse da toxicologia, e de grande importancia o conhecimento dos teores de substancias 
quimicas e/ou de seus metabolites em fluidos biologicos, amostras ambientais e de alimentos, seja para prevengao, 
controle ou diagnostico de intoxicagoes. 

Contudo, a analise quimica de uma amostra complexa nao e tarefa facil, principalmente em decorrencia da 
presenga de concomitantes que podem contribuir para a imprecisao e inexatidao do resultado final. As amostras 
biologicas, por exemplo, contem proteinas, sais, bases, lipidios, carboidratos e/ou compostos organicos, as vezes 
quimicamente similares aos analitos. Por outro lado, os analitos podem estar em concentragoes muito baixas na 
amostra, sendo muitas vezes necessaria a escolha de procedimentos de preparo que, alem de efetivos na eliminagao 
de interferentes majoritarios, sejam tambem capazes de pre-concentrar os analitos. 1 ' 2 Assim, a obtengao de 
resultados confiaveis e informativos em qualquer analise quimica depende, principalmente, do adequado 
planejamento e execugao de todas as etapas do procedimento analitico (Figura 14.1), com destaque principalmente 
para a amostragem e preparo de amostras. 

A etapa de amostragem inclui decisoes de onde e como coletar as amostras de maneira representativa, no sentido 
de melhor atender ao objeto ou problema a ser caracterizado. Ja o preparo de amostras tern por fmalidade isolar os 
componentes de interesse (analitos) de uma matriz, uma vez que a maioria dos instrumentos analiticos nao 
possibilita a injegao direta de amostras nao tratadas. O preparo de amostras envolve procedimentos de extragao e 
pode tambem incluir uma etapa de purificagao (clean up) para matrizes muito complexas. Durante a separagao, a 
mistura complexa isolada contendo os analitos e subdividida em seus constituintes, geralmente por meio de tecnicas 
cromatograficas ou eletroforeticas. A quantificagao pode ser feita por detectores eletroquimicos, ultravioleta, 
fluorescencia, entre outros. No entanto, detectores altamente seletivos, como espectrometros de massas, sao 
preferencialmente empregados para eliminar possiveis erros de identificagao/quantificagao decorrentes da existencia 
de interferentes nao eliminados. Por meio da avaliagao estatistica dos resultados, e possivel fazer uma estimativa da 
concentragao do analito na amostra e avaliar incertezas. Esses dados fundamentam a tomada de decisoes sobre as 
agoes a serem implementadas frente aos resultados. 
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Figura 14.1 Esquema geral para o preparo de amostras. 


A amostragem e o preparo de amostra consomem cerca de 80% do tempo de analise. A qualidade desses passos e 
um fator-chave na determinapao do sucesso da analise de matrizes complexas. Assim, nao e exagero assumir que 
um preparo de amostra apropriado afeta grandemente a veracidade dos resultados. 4 Contudo, embora tenlia havido 
grandes avangos no desenvolvimento de instrumentos analiticos de alta eficiencia, a evolugao das tecnicas de 
preparo de amostras tern ocorrido em um ritmo bem mas lento. 

Diferengas significativas nos procedimentos de preparo de amostras sao observadas quando esses sao avaliados 
do ponto de vista da natureza quimica dos analitos. Compostos inorganicos (p. ex., metais) sao quimicamente 
inalteraveis. Assim, procedimentos drasticos (altas temperaturas e pressoes) podem perfeitamente ser empregados 
com o objetivo de destruir, por completo, a matriz organica. Ao final do processo, sao obtidos os analitos metalicos 
(normalmente em meios pouco complexos), aptos a serem analisados diretamente por tecnicas como absorgao 
atomica. Nesse caso, as curvas analiticas costumam ser construidas com padroes dos metais em meio aquoso, uma 
vez que nao ha mais interferencia significativa da matriz (anteriormente destruida). Contudo, quando o objetivo e 
analisar compostos organicos, o procedimento deve, ao mesmo tempo, ser pouco drastico e capaz de extrair os 
analitos sem que estes sejam quimicamente degradados. Trata-se de um grande desafio para o analista, 
principalmente pelo fato de que a matriz causa significativa interferencia no processo analitico. Nesse caso, as 
curvas analiticas tern sido construidas por meio de ajuste de matriz, de modo a incluir o efeito da matriz na propria 
calibragao. 

A otimizagao do preparo de amostras tambem e relevante no procedimento analitico e deve ser embasada na 
compreensao dos principios fundamentals que governam a transferencia de massa dos analitos em sistemas 
multi fas icos. Os objetivos da analise indicam o quanto de esforgo deve ser envidado no preparo da amostra. Por 
exemplo, o monitoramento terapeutico geralmente requer alta seletividade para distinguir o farmaco de seus 
metabolites ou de outros farmacos coadministrados. No entanto, de modo geral, e possivel obter um eficiente 
preparo de amostras quando o procedimento engloba os seguintes requisites: 2 

• Perda minima da amostra e boa recuperagao dos analitos 

• Remogao eficiente de componentes sem interesse, existentes na amostra 

• Inexistencia de problemas no sistema cromatografico 

• Rapidez e facil exequibilidade 

• Baixo custo. 

No caso de amostras biologicas, a complexidade da matriz e a existencia de inumeros compostos endogenos, 
muitas vezes em concentragoes maiores do que a dos analitos de interesse, tornam o pre-tratamento indispensavel e 
particularmente dificil. 7 Um exemplo e a inevitavel eliminagao de proteinas plasmaticas contidas nas amostras 
biologicas em altissimas concentragoes. 2 O pre-tratamento mais adequado a ser feito depende da matriz com a qual 
se esta trabalhando, bem como do metodo analitico a ser empregado. 

As tecnicas de preparo de amostras podem tambem ser classificadas em exaustivas e nao exaustivas. Nas tecnicas 
exaustivas, o objetivo e a remogao completa dos analitos da matriz e sua transferencia para a fase extratora. Uma 
vantagem dessas tecnicas, em principio, e que os padroes de calibragao da tecnica de analise nao precisam ser 
submetidos ao processo de extragao, uma vez que os analitos sao totalmente transferidos para a fase extratora. Para 
reduzir a quantidade de solvente e o tempo requerido para alcangar extragoes exaustivas, tecnicas de equilibrio batch 
(p. ex., na extragao liquido-liquido [ELL]) tern sido frequentemente trocadas por tecnicas flow trough, como, por 
exemplo, a passagem da amostra atraves de um sorvente empacotado. Assim, grandes volumes de amostra podem 
ser passados em um pequeno cartucho; e o fluxo atraves do sorvente bem empacotado facilita a rapida transferencia 
de massa. Nesse procedimento, a eluigao dos analitos com pequeno volume de solvente resulta em enriquecimento 
(p. ex., na extragao em fase solida - SPE, solid phase extraction ). Alternativamente, uma amostra solida pode ser 
empacotada, sendo a fase extratora usada para remover e transporter os analitos ate o ponto de coleta. Na extragao 
em fluido supercritico (SFE, supercritical fluid extraction), um gas e comprimido a uma dada temperatura e 
pressao, ate a formagao de fluido supercritico que e usado para remover os analitos da matriz. Ja na tecnica purge 
and trap, um gas inerte a pressao atmosferica faz o mesmo papel. Na extragao dinamica por solvente, como no 



Soxhlet, o solvente remove continuamente os analitos da matriz. 3 

Alem disso, podem ser utilizadas tecnicas nao exaustivas com base em principios de equilibrio, pre-equilibrio e 
permeagao. Tais tecnicas de equilibrio sao fundamentalmente analogas as exaustivas. No entanto, a capacidade da 
fase extratora e pequena e, na maioria dos casos, nao e suficiente para remover a maior parte dos analitos presentes 
na matriz. Isso e devido ao pequeno volume da fase extratora relativa ao volume de amostra, como nas 
microextragoes em fase liquida (LPME, liquid phase microextraction ) e em fase solida (SPME, solid phase 
microextraction ), 9 ou ainda devido a baixa constante de distribuigao amostra/fase extratora, como nas tecnicas de 
headspace.'" 

Tecnicas de extragao tambem podem ser subdivididas em dois modos: off-line e on-line. No off-line, a etapa de 
extragao e/ou concentragao do analito e realizada separadamente do sistema cromatografico; apos o preparo, a 
amostra e introduzida no sistema por meio de um injetor.' 1 No modo on-line, o sorvente e acondicionado em uma 
coluna acoplada ao sistema cromatografico; a extragao e executada no proprio sistema, reduzindo o tempo de 
analise, bem como erros de manipulagao. 

A escolha de determinado processo de preparo de amostra e fundamentada nas propriedades fisico-quimicas dos 
seus constituintes (analitos, interferentes, matriz), tais como polaridade, solubilidade, estabilidade quimica e 
termica, entre outras. Tambem e importante conliecer ou estimar a concentragao dos analitos e dos possiveis 
inter ferentes, as caracteristicas do equipamento disponivel, alem de quesitos de ordem gerencial, como a existencia 
de metodologia oficial, de pessoal capacitado etc. 

As tecnicas mais comumente empregadas na extragao e/ou pre-concentragao dos analitos de interesse toxicologico 
sao: precipitagao de proteinas, extragao liquido-liquido (ELL), em fase solida (SPE), microextragao em fase solida 
(SPME) e, mais recentemente, microextragao em fase liquida (LPME), em colunas de acesso restrito (RAM, 
restricted access material), em polimeros de impressao molecular (MIP, molecularly imprinted polymer ), entre 
outras. 

Fundamentos fisico-quimicos dos processos de extragao 

Na pratica, sao tres os processos fisico-quimicos que embasam o preparo de amostras para analise de compostos 
organicos, especialmente para as cromatograficas: partigao, adsorgao e volatilizagao. 311 

■ Partigao 

Na partigao, os analitos sao removidos da amostra por dissolugao em um solvente apropriado. Se a matriz for 
aquosa, os analitos apolares tendem a se dissolver (absorver) na fase extratora, apolar, imiscivel na matriz. A 
amostra e a fase extratora sao colocadas em contato ate que seja alcangado o equilibrio na distribuigao dos analitos 
entre as duas fases. 

A constante de distribuigao (K) e o parametro basico do equilibrio da partigao; e a razao da concentragao do 
analito na fase extratora C ext pela concentragao residual C res do composto na amostra: 

K. CJC res 

Essa constante pode ser expressa em termos de volume da amostra V am e da fase extratora V ext , e das massas 
extraidas n ext e residual (nao extraida) n res : 


K = (n eAt !n res ) x (V am /V ext ) 

A eficiencia da extragao (r|) e a razao entre a massa do analito extraida n ext e a massa total na amostra n tota f. 

b — ^ext^total 

E a razao das fases (()) pode ser defmida como a relagao entre o volume da amostra V am e o volume da fase 
extratora V ext : 



R = v /v 

r v am' v t 


Considerando o balango de massas n total = n ext + n res e a constante de equilibrio K = (n ext /n re J x (V am /V ext ), a 
eficiencia da extragao pode ser expressa como: 


p = K/(K + P) 

Assim, K aumenta com a afinidade entre o extrator e o analito, e a escolha correta do material extrator e crucial 
para o sucesso da operagao. Para diminuir o valor de P, aumentando a eficiencia da extragao, pode-se diminuir o 
volume da amostra ou aumentar o volume da fase extratora (P = V am /V ext ). Nem sempre e possivel realizar essas 
operagoes, visto que a diminuigao do volume da amostra reduz a massa de analito a ser extraida, e o aumento da 
fase extratora pode causar diluigao dos analitos. 

Na partigao, os materiais mais comuns usados sao: 

• Solventes organicos, como o cloroformio, acetato de etila, n-hexano, eter etc 

• Polimetros de transigao vitrea (Tg), que apresentam comportamento dissolvente similar aos solventes, como o 
polidimetilsiloxano (PDMS), silicona com Tg = -120°C e os poliacrilatos (Tg = - 24°C). 

■ Adsorgao 

Na adsorgao, os analitos sao coletados na superficie de um solido com elevada capacidade adsortiva. Apos a 
adsorgao, e necessario dessorver os analitos, usando-se calor (termodessorgao), ficando os analitos dissolvidos em 
um gas inerte ou em pequeno volume de solvente organico (dissolugao). 

A superficie de um adsorvente contem grande numero de locais para a adsorgao, e cada local ativo liga uma 
molecula do analito. Esta ligagao pode ser por atragao entre dipolos (forga de van der Waals ) e e chamada 
fisissorgao; ou por ligagao quhnica covalente, chamada quimissorgao. Trata-se de uma ligagao temporaria e, apos a 
dessorgao, geralmente o adsorvente pode ser reutilizado. 

O coeficiente de adsorgao (K ads ) depende da afinidade do analito pelo solido adsorvente e pela matriz (amostra); 
quanto maior o K ads , maior e a quantidade adsorvida do analito. A relagao da concentragao dos analitos na fase 
extratora C ads e a concentragao inicial na amostra C total definem o K ads : 

^-ads — C adJ^~ total 

As principals classes de materiais adsorventes utilizados em analise quhnica sao: 

• Carvoes: carvao ativo, carvao ativo grafitizado (Carboxeno®) e peneiras moleculares carbonaceas 
(Carboleves®). Esses materiais tern grande afinidade por compostos organicos volateis ou analitos gasosos; em 
geral, apresentam elevada estabilidade termica, podendo ser aquecidos ate cerca de 400 a 450°C 
Adsorventes inorganicos: os mais utilizados sao a alumina (A1 2 0 3 ) e a silica (Si0 2 ), recobertos ou nao com 
filmes organicos quimicamente ligados. Tambem apresentam elevada estabilidade termica, podendo ser 
aquecidos ate cerca de 400 a 450°C; sao mais utilizados para amostras liquidas ou gasosas de diferentes 
volatilidades 

Polimeros organicos: existe grande variedade de materiais; contudo, sao menos estaveis termicamente 
(temperatura maxima entre 180 e 350°C), podendo se decompor e ocasionar a contaminagao dos extratos. 
Exemplos: Tenax® TA e polioxi de 2,6-difenileno. 

■ Volatiliza^ao 

Os analitos sao extraidos da matriz por volatilizagao, passando da fase liquida para a fase gasosa ( headspace ou 
espago confinante), que pode ser introduzida diretamente no cromatografo a gas. Os constituintes nao volateis da 
matriz permanecem na amostra. 

A constante de equilibrio, chamada de constante de Henry (K hs ), relaciona a concentragao do analito no 
headspace C hs com a concentragao residual na matriz C res , no equilibrio, ou seja: 


Assim, quanto maior seu valor, maior e a quantidade transferida de analito para o headspace. 

O valor de K hs pode ser afetado pela natureza do analito e da matriz (amostra), temperatura e, as vezes, pH, 
existencia de sais e de partlculas, entre outros fatores. Quanto maior a volatilidade e/ou menor a afinidade com a 
matriz, maior e a quantidade transferida de analito para o espago confinante. A K hs e altamente dependente da 
temperatura usada no processo que deve ser otimizada para cada situagao; a sua variagao causa imprecisao nas 
medidas. 

A adigao de eletrolitos fortes como o NaCl, KC1, Na 2 S0 4 etc. a amostra aquosa altera o equilibrio dos analitos 
entre a matriz e o headspace (efeito salting-out), aumentando significativamente a eficiencia da transference dos 
analitos para o headspace, principalmente se estes forem pouco polares. 

Tratamento previo de amostras 

■ Remogao de proteinas 

Muitas vezes, as amostras precisam passar por tratamento previo antes de serem submetidas as tecnicas classicas 
de preparo de amostras. Assim, a remogao de protemas pode ser desejavel previamente ao uso da ELL ou da SPE 
para amostras ricas neste componente, como tecidos e plasma, nao apenas para eliminar estes compostos que 
poderiam afetar o processo de preparo, como tambem para liberar substancias quimicas ligadas as proteinas. 

A precipitagao de proteinas, a ultrafiltragao e a dialise podem ser usadas na remogao das proteinas do material 
biologico. A desproteinizagao inclui o uso de: 12 

Temperaturas elevadas 

• Alteragao da forga ionica ou osmotica ou do pH 

• Agentes organicos de precipitagao 

• Enzimas proteoliticas. 

A precipitagao de proteinas foi um dos primeiros processos introduzidos para liberar analitos a elas ligados, os 
quais ficam na forma livre no sobrenadante. Em alguns casos, o sobrenadante e analisado diretamente por 
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Contudo, comumente, o sobrenadante ainda precisa ser submetido 
a outros processos, como a extragao liquido-liquido ou em fase solida. No caso de analises por cromatografia 
liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM), o excesso de substancias nao eliminadas por 
precipitagao pode causar serios problemas de inexatidao e imprecisao, devido a interferences no processo de 
ionizagao. 13 Adicionalmente, a recuperagao do analito raramente e superior a 80% apos a precipitagao de proteinas, 
havendo aperda do analito juntamente com o precipitado. 1214 

A precipitagao de proteinas e usada para romper as ligagoes dos analitos com essas biomoleculas. No entanto, 
mesmo sendo uma tecnica rapida e facil de ser realizada, pode nao apresentar a eficiencia necessaria para a limpeza 
do biofluido e ainda necessitar de coluna-guarda ou de uma segunda extragao do sobrenadante para preservar a 
coluna cromatografica. Esta segunda extragao pode levar a diminuigao da recuperagao dos analitos. 

Outros problemas relatados sao: precipitagao incompleta das proteinas (e algumas globulinas podem permanecer 
no sobrenadante e passarem para o sistema de separagao/detecgao); diluigao da amostra (mais usado para 
concentragoes mais elevadas de analitos); produgao de picos no CLAE ou interference na leitura 
espectrofotometrica devido ao agente precipitante usado. 12 

As proteinas sao soluveis em um meio aquoso devido a interagoes polares com o solvente, interagoes ionicas 
com sais e forgas eletrostaticas repulsivas entre moleculas carregadas. Uma proteina encontra-se ionizada 
positivamente ou negativamente quanto o pH do meio e menor ou maior que seu ponto isoeletrico, respectivamente. 
Assim, ela tern baixa solubilidade quando em pH igual ao seu ponto isoeletrico. Ll Alem de afastarem as moleculas 
de agua ordenadas em volta de regioes hidrofobicas das proteinas, os solventes organicos tambem diminuem a 
constante dieletrica do meio (amostra), resultando na atragao entre moleculas carregadas e, consequentemente, na 
agregagao e precipitagao das proteinas.' 1 No caso de agentes precipitantes acidos, ha a formagao de sais insoluveis 



com grupamentos amino das proteinas, carregados positivamente quando em pH menor que o ponto isoeletrico. Ao 
mesmo tempo em que ocorre a precipitagao das proteinas (como sais insoluveis), os ions do sal (em excesso) se 
hidratam, diminuindo a disponibilidade de moleculas de agua. Os ions metalicos positivos tambem podem 
precipitar as proteinas em decorrencia de suas interagoes com locais expostos dos aminoacidos. Ao se ligarem, ha 
uina mudanga no ponto isoeletrico da proteina, ao mesmo tempo em que ocorre a liberagao de protons do local 
ligante, o que resulta na diminuigao do pH do meio. Tal diminuigao, associada a mudanga do ponto isoeletrico, 
causa a precipitagao da proteina. 13 


Quadro 14.1 Precipitagao proteica frente a diversos volumes de solugoes predpitantes. 



Sobrenadante 

pH* 

Percentual de proteinas precipitadas em fun;ao do volume de precipitante adicionado por volume de 

plasma 

Precipitante 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1,0 

1,5 

2,0 

3,0 

4,0 

Addo 

tridoracetico 

10% (p/v) 

1,4 a 2,0 

99,7 

99,3 

99,6 

99,5 

99,5 

99,7 

99,8 

99,8 

99,8 

Addo 

perclorico 6% 
(p/v) 

<1,5 

35,4 

98,3 

98,3 

99,1 

99,1 

99,2 

99,1 

99,1 

99,0 

Tungstato de 

sodio.2 H20 

10% (p/v) em 

H2S04 

concentrado 

2,2 a 3,9 

3,3 

35,4 

98,6 

99,7 

99,7 

99,9 

99,8 

99,9 

100,0 

Addo 

metafosforico 

5% (p/v) 

1,6 a 2,7 

39,8 

95,7 

98,1 

98,3 

98,3 

98,5 

98,4 

98,2 

98,1 

CuS04.5 H20 

5% (p/v) + 
tungstato de 
sodio. 2 H 2 0 

6% (p/v) 

5,3 a 7,3 

36,5 

56,1 

78,1 

87,1 

97,5 

99,8 

99,9 

100 

100 

ZnS0 4 .7 H 2 0 
10% (p/v) em 
NaOH 0,5 
mol/H 1 

6,5 a 7,5 

41,1 

91,5 

93,0 

92,7 

94,2 

97,1 

99,3 

98,8 

99,6 

ZnS0 4 .7 H 2 0 

5% (p/v) em 
Ba(0H) 2 0,2 
mol/r 1 

6,6 a 8,3 

45,6 

80,7 

93,5 

89,2 

99,3 

97,0 

99,3 

99,6 

99,8 

Acetonitrila 

8,5 a 9,5 

13,4 

14,8 

45,8 

88,1 

97,2 

99,4 

99,7 

99,8 

99,8 

Acetona 

9,0 a 10,0 

1,5 

7,4 

33,6 

71,0 

96,2 

99,1 

99,4 

99,2 

99,1 










Etanol 

9,0 a 10,0 

10,1 

11,2 

41,7 

74,8 

91,4 

96,3 

98,3 

99,1 

99,3 

Metanol 

8,5 a 9,5 

17,6 

17,4 

32,2 

49,3 

73,4 

97,9 

98,7 

98,9 

99,2 

Sulfato de 

7,0 a 7,7 

21,3 

24,0 

41,0 

47,4 

53,4 

73,2 

98,3 

** 

** 


sodio 

saturado 


*0,4 ou mais volumes de precipitante. **Muito turvo para medir. 


Solventes organicos misciveis em agua (metanol, etanol, acetonitrila, acetona, entre outros) sao empregados com 
vantagem, pois promovem a precipitagao das proteinas em condigoes pouco drasticas, minimizando a possibilidade 
de decomposigao de especies labeis. A precipitagao por solventes e particularmente indicada no preparo de amostras 
a serem analisadas por CLAE, sendo o mais popular a acetonitrila, embora este solvente resulte em problemas de 
baixa recuperagao, alem do aparecimento de picos com eluigao tardia. O metanol e tambem bastante empregado, por 
produzir um precipitado flocoso e um sobrenadante claro, possibilitando a injegao direta. 12 

Os compostos inorganicos comumente utilizados na precipitagao de proteinas sao os acidos tricloracetico, 
perclorico, sulfossalicilico, tungstico, alem do hidroxido de zinco, em concentragoes variadas, dependendo da 
matriz e do analito a ser determinado. 1214 

A eficiencia dos diversos procedimentos de precipitagao de proteinas tern sido discutida. O Quadro 14.1 denota a 
eficacia relativa das tecnicas de desproteinizagao, mediante diferentes agentes quimicos. 15 
Alguns comentarios sobre o uso de precipitantes foram feitos por Flanagan et al. (2006), 15 tais como: 

• Caso sejam utilizados acidos fortes, os analitos deverao ser estaveis em pH baixos 

• Para garantir a remogao mais completa de proteinas, muitas vezes e necessario adicionar nova porgao do agente 
precipitante ao sobrenadante obtido inicialmente 

• A filtragao do sobrenadante muitas vezes e indicada para evitar a injegao de particulas no sistema CLAE; 
contudo, e necessario avaliar a perda dos analitos no filtro e a possivel contaminagao do sobrenadante 

• Se o sobrenadante for usado diretamente para a quantificagao dos analitos, a adigao de precipitantes aquosos 
leva a diluigao da amostra com consequente perda de sensibilidade. No entanto, quando um solvente organico 
volatil e usado, essa fato nao ocorre se o mesmo for evaporado ate pequeno volume 

• Com relagao aos precipitantes aquosos, os que utilizam mistura agua:solvente organico sao mais faceis de 
serem concentrados (efeito azeotropico) 

• Ao utilizar um solvente organico como precipitante, a adigao de alguns sais, como o carbonato de potassio, pode 
melhorar a separagao da camada organica e facilitar sua remogao. 

■ Hidrolise de conjugados 

A maioria dos compostos organicos sofre reagoes de biotransformagao de fase II, com destaque para a 
glicuronidagao de grupamentos hidroxila, carboxila, sulfidrila e amino, e a sulfatagao de grupamentos hidroxila e 
amino. Em muitos casos, e necessario analisar esses compostos excretados na urina na sua apresentagao original 
(nao conjugada). Assim, alguns procedimentos de hidrolise desses metabolitos podem ser empregados previamente 
aos procedimentos convencionais de preparo de amostras, com o objetivo de quebrar as ligagoes entre a molecula e 
o cofator endogeno; tal quebra libera a substancia nao conjugada. Basicamente, os processos de hidrolise podem ser 
classificados em dois tipos: 

• Hidrolise enzimatica ou especifica, em que sao utilizadas enzimas como as p-glicuronidases e as aril-sulfatases; 

• Hidrolise nao especifica, como no caso de hidrolise acida ou alcalina. 

A hidrolise acida ou alcalina, em geral, requer menor tempo e e de baixo custo. No entanto, trata-se de um 
processo que utiliza condigoes extremas de pH e de temperatura, o que pode afetar a integridade de alguns 
compostos. Tambem podem ser formados produtos que interferem nao somente na extragao e derivatizagao, como 



no perfil cromatografico dos analitos. 16 

A hidrolise enzimatica e mais lenta, mas menos vigorosa e mais seletiva, alem de nao degradar os analitos. 
Contudo, a atividade da enzima deve ser avaliada periodicamente por meio do estudo de sua eficiencia no processo 
de hidrolise; alem disso, a atividade da enzima pode ser inibida por componentes da matriz. 

A eficiencia do processo depende da configuragao da enzima e do substrato. A taxa de hidrolise de um tipo de p- 
glicuronidase em determinado substrato e diferente de outra fonte desta mesma enzima, e difere ainda da hidrolise 
acida. Ha tambem diferentes condigoes de incubagao (pH, tempo e temperatura) e de quantidade ideal de enzima 
para cada situagao (variando com o analito e com a fonte). 1 11 

Para as (3-glicuronidases, as fontes mais comuns sao a Helixpomatia e a Patella vulgata, sendo a Helix aspersa e 
a Escherichia coli tambem citadas. Em geral o fabricante fornece a informagao a respeito do pH, parametro critico 
na otimizagao da hidrolise enzimatica. Algumas fontes de p-glicuronidases content tambem atividade de sulfatases 
como a Helix pomatia; outras nao a apresentam, como a Escherichia coli . 1 

O Quadro 14.2 mostra algumas caracteristicas dos procedimentos de hidrolise acida e hidrolise enzimatica. 


Quadro 14.2 Caracteristicas dos procedimentos tipicos de hidrolise acida e de hidrolise enzimatica. 


Tipo 

Procedimento 

Tempo 

Temperatura Vantagem 

Desvantagem 

Hidrolise acida 

1 m£deurina +1 m£de 

acido cloridrico 37% (v/v) 

15 min 

100°C Processo 

rapido 

Baixa 

seletividade 

Hidrolise enzimatica 

1 m£deurina +1 m£de 

tampao + 1.000 a 20.000 
unidadesdep- 
glicuronidase ou sulfatase 

16 h 

37°C Alta 

seletividade 

Processolento 


References bibliograficas 

1. WATSON, I. D. Clinical analytes from biological matrices. In: STEVENSON, D.; WILSON, I. D. Sample Preparation for 
Biomedical and Environmental Analysis. New York: Plenum Press, 1994. p. 71-78. 

2. KATAOKA. H.; LORD, H. L. Sampling and sample preparation for clinical and pharmaceutical analysis. In: PAWLISZYN, J. (ed.). 
Sampling and Sample Preparation for Field and Laboratory. Amsterdam: Elsevier, 2002. p. 779-836. 

3. PAWLISZYN, J. Unified theory of extraction. In: PAWLISZYN, J. (ed.). Sampling and Sample Preparation for Field and Laboratory. 
Amsterdam: Elsevier, 2002. p. 353-378. 

4. KATAOKA, H. New trends in sample preparation for clinical and phannaceutical analysis. Trends in Analytical Chemistry, v. 22, p. 
232-243, 2003. 

5. SMITH, R. M. Before the injection - modem methods of sample preparation for separation techniques. Journal of Chomatography A, 
v. 100, p. 3-27, 2003. 

6. QUE1ROZ, S. C. N., COLLINS, C. H., JARDIM, 1. C. S. Metodos de extragao e/ou concentragao de compostos encontrados em 
fluidos biologicos para posterior determinagao cromatografica. Quimica Nova, v. 24, p. 68-76, 2001. 

7. PAPP, R.; MULLETT, W. M.; KWONG, E. A method for the direct analysis of dmgs compounds in plasma using a single restricted 
access material (RAM) column. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 36, p. 457-464, 2004. 

8. ANDERSON, J. A. High perfonnance liquid chromatography (direct injection techniques). Clinical Chemistry, v. 65, p. 434-443, 
1993. 

9. PAWLISSYN, J. Solid phase microextraction. New York: Wiley-VHC, 1997. 

10. IOFFE, B. V.; VITENBERG, A. G. Headspace analysis and related methods in gas-chromatography. New York: Wiley-VHC, 1984. 

11. OLIVEIRA, A. M. et al. Extraction and pre-concentration techniques for chromatographic analysis. In: ARRUDA, M. A. Z. (ed.). 
Trends in sample preparation. New York: Nova Science Publisher, 2007. p. 137-164. 

12. ATSON, 1. D. Clinical analytes from biological matrices. In: STEVENSON, D.; WILSON, I. D. Sample Preparation for Biomedical 
and Environmental Analysis. New York: Plenum Press, 1994. p. 71-78. 

13. POLSON, C. et al. Optimization of protein precipitation based upon effectiveness of protein removal and ionization effect in liquid 
chromatography- tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography B, v. 785, p. 263-275, 2003. 



KATAOKA. H.; LORD, H. L. Sampling and sample preparation for clinical and pharmaceutical analysis. In: PAWLISZYN, J. (ed.). 
14 

Sampling and Sample Preparation for Field and Laboratory. Amsterdam: Elsevier, 2002. p. 779-836. 

15. FLANAGAN, R. J. et al. Microextraction techniques in analytical toxicology: short review. Biomedical Chromatography, v. 20, p. 
530-538, 2006. 

16. McDOWALL, R. D. Sample preparation for biomedical analysis. Journal of Chromatography B, v. 492, p. 3-5, 1989. 

17. COMBIE, J. et al. Morphine glucuronide hydrolysis: superiority of glucuronidase from Patella vulgata. Clinical Chemistry, v. 28, p. 
83-86, 1982. 

18. TAYLOR, M. R.; STEVEN, A.; WETWOOD, D. P. Direct monitoring of enzyme reactions using micellar eletrokinetic capillary 
chromatography. Optimization of drug glucuronide and sulfate conjugate hydrolysis. Journal of Chromatography A, v. 768, p. 67-71, 
1997. 



Capitulo 15 

Extragao Li'quido-Liquido 


Regina Helena Costa Queiroz ♦ Mateus Machado Bergamaschi ♦ Maria Eugenia Costa Queiroz 


Introdu^ao 

Em sistemas cromatograficos, uma amostra biologica nao pode ser introduzida (injetada) no seu estado in 
natura, em razao de sua complexidade, pois apresenta interferentes que podem coeluir com os analitos durante a 
separagao cromatografica, adsorver de modo irreversivel junto a coluna analitica ou, ainda, suprimir a ionizagao dos 
analitos durante o processo de ionizagao nas analises por cromatografia liquida, com detector de espectrometria de 
massas (CL-EM). 

O preparo da amostra tern sido requerido para aumentar a seletividade e a detectabilidade dos metodos analiticos, 
pois elimina grande parte dos interferentes da amostra biologica (componentes endogenos) e concentra os analitos 
(quase sempre presentes em concentragoes de tragos) em fase liquida ou solida. 

A extragao liquido-liquido (ELL) e uma importante tecnica de preparo de amostras, em virtude das multiplas 
vantagens que oferece, tais como facil execugao, rapidez, boa versatilidade, repetitividade e baixo custo. 
Atualmente, sua grande utilizagao em laboratories analiticos e considerada indispensavel na extragao de farmacos, 
drogas ilicitas, praguicidas, produtos naturais, poluentes, compostos industrials e substancias quimicas organicas 
nao volateis (que constituem o maior grupo de agentes toxicos das analises toxicologicas). O processo de separagao 
dessas substancias das matrizes biologicas, alimentos, agua, ar ou solo, geralmente envolve tecnicas de ELL. 1 

O processo de extragao ou distribuigao dos componentes de uma mistura, na ELL, relaciona-se com as diferentes 
solubilidades relativas desses componentes entre duas fases liquidas, a aquosa e a organica, e esta fundamentado 
principalmente no fenomeno da partigao. O coeficiente de partigao e estabelecido entre as duas fases, de acordo com 
a Lei de Nernst. 23 A condigao inicial do processo de extragao e que o farmaco seja preferencialmente soluvel na 
fase organica, utilizando-se um solvente imiscivel na agua; possibilitando o isolamento do farmaco pela partigao 
(Figura 15.1). 

A analise qualitativa ou quantitativa desse processo de extragao e influenciada principalmente pela escolha do 
solvente extrator e do pH da fase aquosa. A proporgao do volume das fases, aquosa e mistura de solventes 
organicos, esta relacionada com a complexidade da matriz. Em geral, essa relagao e de uma parte de fase aquosa 
para cinco de fase organica (1:5 v/v); o aumento dessa relagao pode melhorar a eficacia do processo de extragao do 
farmaco analisado. 4 

Escolha do solvente extrator 

Na escolha do solvente extrator, alguns criterios devem ser considerados, com as seguintes exigencias: 

• Ser imiscivel na agua 

• Apresentar alto grau de pureza 





• Dissolver a amostra sem decompor seus componentes 

• Ter baixa viscosidade e baixo ponto de ebuligao 
Apresentar miscibilidade completa em misturas 

• Ter baixa toxicidade biologica e para o meio ambiente 

• Dispor de alto espectro no processo extrator. 

O solvente extrator deve ter alta pureza. Para isso, sao utilizados solventes de grau cromatografico, pois a ELL e 
a tecnica analitica mais utilizada na rotina toxicologica, em que o preparo da amostra e essencial nas analises 
cromatograficas. A relativa lipofilicidade ou hidrofobicidade do farmaco e determinante na escolha do solvente 
extrator. Solventes compativeis com o processo de extragao apresentam baixo ponto de ebuligao, para que possam 
ser eficientemente removidos no final do processo de extragao, e baixa viscosidade, para possibilitar a perfeita 
interagao com a matriz da amostra. Os solventes da ELL podem ser distribuidos de acordo com a serie eluotropica; 
ou seja, sao classificados em ordem de polaridade 4 (Quadro 15.1). Portanto, a escolha do solvente extrator 
dependera da natureza quimica das substancias a serem separadas e da polaridade da fase extratora, fatores 
determinantes na partigao dos analitos. 



Figura 15.1 Semelhante dissolve semelhante; soluto S e distribuido de acordo com o coeficiente de partigao entre 
duas fases imisciveis. 

Quadro 15.1 Propriedades fisicas de solventes para extragao liquido-liquido. 




Polaridade 

Solubilidade 

Solvente 

Ponto de ebuligao ( £ C) 

(log P)* 

(%) 

/i-Hexano 

69 

3,50 

< 0,001 

Cido-hexano 

81 

3,20 

0,01 

Cloroformio 

61 

2,0 

0,82 

Didorometano 

40 

0,93 

1,30 

Eter dietilico 

35 

0,85 

6,04 











Acetato de etila 


77 


0,68 


8,08 


A preocupagao da exposigao ocupacional aos solventes extratores e cada vez mais relevante. Ha muito incentivo 
ao uso de equipamentos de protegao individual (EPI) e a capela de exaustao, pois a principal via de exposigao e a 
respiratoria; em alguns casos, no entanto, a cutanea pode tambem revelar-se importante. Os efeitos toxicos sao 
principalmente neurotoxicos, irritagao da pele e mucosas, lesao hepatica e renal. Assim, os solventes aromaticos 
(benzeno, tolueno e xileno) foram substituidos pelos alifaticos (hexano), e os dorados sao cada vez menos 
utilizados (cloroformio); apenas o diclorometano ainda tem sido permitido, sem restrigoes. 

Outra preocupagao e a degradagao desses compostos no meio ambiente e suas consequencias para a deterioragao 
da saude ambiental. A quimica verde tem estimulado o desenvoivimento de estrategias modernas de analise, tais 
como o desenvolvimento e a aplicagao de tecnicas miniaturizadas no preparo das amostras, em que o uso de 
solventes e cada vez menor. O inconveniente, nesse contexto, e o alto custo da analise que utiliza maior automagao e 
detectores mais sensiveis (CL-EM). 1 

Na ELL, ha a vantagem da diversidade de um grande numero de solventes, por meio do emprego de misturas 
destes; por exemplo, no monitoramento terapeutico dos antidepressivos triciclicos, alem da quantificagao dos 
farmacos inalterados, e importante a quantificagao simultanea de seus metabolites, pois sao farmacologicamente 
ativos. Assim, o metodo utilizado e a cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), a qual, alem de sensivel, 
tambem e especifica. ’ Nesse caso, a escolha da mistura de solventes extratores e o de carater menos apolar, 
recaindo para a mistura de hexano:alcool isoamilico (9:l,v/v), em que a determinagao dos farmacos inalterados, 
amitriptilina e imipramina, e de seus metabolites ativos, nortriptilina e desipramina, respectivamente, e realizada 
com alto grau de eficiencia. 

Aditivos e agentes estabilizadores de solventes 

Aditivos e agentes estabilizadores de solventes, muitas vezes omitidos pelos fabricantes, sao substancias que 
previnem a oxidagao ou a decomposigao do produto principal. Por exemplo, para prevenir a formagao de fosgenio 
no cloroformio, o solvente e estabilizado com 2% de etanol. O eter dietilico pode ter uma serie de aditivos quimicos 
para prevenir a formagao de peroxidos, tais como: 2% de etanol, 2 a 3 pg/mt de pirogalol e menos de 0,1 pg/mf de 
butilato de hidroxitolueno (BHT). O BHT pode se concentrar no processo de evaporagao e se transformar em pico 
interferente em analise cromatografica. Ja o pirogalol e eletroquimicamente ativo, com potencial de interferencia no 
uso de analises por CLAE com detector eletroquimico. Interferentes ou impurezas estao diretamente relacionados 
com o sistema de detecgao utilizado no procedimento analitico (CLAE com detector UV, fluorescencia, 
eletroquimico ou espectrometria de massas) e com o limite de detecgao requerido. Nesse contexto, e necessario que 
se redestile ou purifique os solventes antes de seu emprego. 4 '' 

Agitato e formagao de emulsao 

O metodo de agitagao pode ser por meio de mixer ou vortex, agitagao mecanica ou manual. Para que a extragao 
seja eficiente, o processo deve assegurar a interagao entre as duas fases. No entanto, pode ocorrer a formagao de 
emulsao, o que prejudica de maneira significativa a recuperagao do processo de extragao do farmaco; a emulsao 
pode ser minimizada pelo uso de maiores quantidades de solvente extrator e processo de agitagao menos vigoroso 
(p. ex., 1 min em mixer ou vortex pode causar emulsao). Para evitar isto, a agitagao pode ser substituida por 15 min 
de agitagao mais branda, utilizando-se o agitador mecanico. 4 

Remo^ao do solvente organico 

A remogao do solvente e um passo importante nos processos de extragao, pois a concentragao do extrato e obtida 
por meio deste processo. No entanto, alguns cuidados sao necessarios: solventes organicos geralmente sao toxicos 
ou inflamaveis, e os vapores organicos exigem ventilagao controlada e fora da atmosfera normal do laboratorio; 
assim, tal pratica deve ser realizada em capela de exaustao. Em geral, para que as amostras evaporem, o ideal e o 





uso de nitrogenio, por ser um gas inerte e nao reagir com a amostra; 4 ’ 5 contudo, por motivos economicos, a 
utilizagao do ar sintetico tambem e muito comum. 6-8 A degradagao do farmaco pelo calor, a volatilidade ou 
adsorgao no vidro tambem sao fatores a serem considerados e controlados, pois interferem no processo de extragao. 
Uma maneira de se evitar a degradagao do farmaco de interesse e a sua transformagao em cloridrato, antes do 
processo de evaporagao, por meio da adigao de 50 p i de acido cloridrico em metanol 0,01%. O farmaco, na forma 
de cloridrato, nao sofre as possiveis reagoes de oxidagao, pois, de tal maneira, e mais estavel, em comparagao com 
a forma livre. Evaporadores denominados TurboVap® possibilitam uma alternativa automatizada para evaporagao e 
concentragao de varias amostras simultaneamente, controlando a pressao do ar de saida, o tempo de operagao e a 
temperatura da agua. 8 

Salting-out 

A tecnica denominada salting-out e feita pela a adigao de agentes quimicos, que aumentam a forga ionica do meio 
e, consequentemente, diminuem a solubilidade do farmaco na fase aquosa, facilitando a migragao do analito para a 
fase organica, aumentando as taxas de recuperagao. Os agentes mais utilizados sao cloreto de sodio e carbonato de 
potassio. 46 


Influencia do pH na extragao hquido hquido 

Ao se considerar o uso da ELL, qualquer pH pode ser utilizado, de acordo com a estabilidade do farmaco a ser 
isolado e do solvente extrator. 

Os farmacos, em sua maioria, sao acidos ou bases fracas e, de acordo com o pH da fase aquosa, estao sob as 
formas ionizadas e nao ionizadas. Aporgao nao ionizada e a lipossoluvel e, desta forma, favorece a migragao para a 
fase organica. A fragao ionizada, de carater hidrossoluvel tera afinidade pela fase aquosa. A ELL e controlada pelo 
pH da fase aquosa, pois, como descrito anteriormente, o pH do meio estabelece o grau de ionizagao das substancias 
ionizaveis e o processo de extragao esta diretamente relacionado com a fragao nao ionizada (lipossoluvel) para 
facilitar a migragao dessas substancias para a fase organica. Assim, o valor do pH da fase aquosa deve ser ajustado 
para assegurar que o farmaco esteja na forma molecular; ou seja, na fragao nao ionizada de carater lipossoluvel. 
Apos o ajuste do pH da fase aquosa, conforme a caracteristica da substancia a ser analisada, acido ou base, a 
extragao e realizada com um solvente organico imiscivel em agua (Ligura 15.2). 1,9 
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Figura 15.2 Efeito do pH da fase aquosa na separagao de substancias nao volateis por extragao com solventes 
organicos. 

















Recuperagao do processo de extra^ao liquido-hquido 

A recuperagao mede a eficiencia do procedimento de extragao de um metodo analitico, dentro de um limite de 
variagao. Porcentagens de recuperagao do agente toxico proximo a 100% sao desejaveis; no entanto, sao admitidos 
valores menores, desde que a recuperagao seja precisa e exata. Esse teste deve ser realizado comparando-se os 
resultados analiticos de amostras extraidas a partir de tres concentragoes (baixa, media e alta), contemplando a faixa 
de linearidade do metodo, com os resultados obtidos com solugoes padrao, nao extraidas. 10 

Aplica^ao da extragao tiquido-lfquido em analises toxicologicas 

Uma vez definida a finalidade da analise e a natureza da substancia que se pretende analisar - identificar ou 
quantificar -, e necessario selecionar a amostra que melhor represente a biodisponibilidade ou a eliminagao do 
analito, o agente toxico de interesse na analise. Se a solicitagao for para o esclarecimento de causa mortis, a matriz 
sera proveniente de material de necropsia (sangue da cavidade cardiaca e femoral, humor vitreo, urina, tecidos e 
orgaos); nas intoxicagoes agudas, o sangue (soro e plasma) e a urina sao as matrizes mais utilizadas; conteudo 
estomacal, alimentos e medicamentos encontrados junto ao paciente, tambem sao importantes. Amostras do liquido 
de dialise sao tambem indicadas para acompanhar o tratamento da intoxicagao. 9 A saliva, matriz muito acessivel e 
nao invasiva, contem 1/10 da proteina presente no plasma e pode tambem ser utilizada no controle terapeutico e em 
estudos de farmacodinamica. Outra matriz, tambem nao invasiva, e o cabelo; neste caso, antes da ELL, deve-se 
realizar a digestao acida da amostra com controle de temperatura. Em casos de exumagao, em corpos em estado de 
putrefagao, uma matriz em que tambem se aplica com sucesso a ELL sao as larvas: barbituricos, benzodiazepinicos, 
fenotiazinicos, morfina e malationaja foram detectados nessas matrizes. 11 5,10 13 

O pre-tratamento, dependendo da complexidade da amostra, e a etapa mais demorada e laboriosa do processo 
analitico. Plasma e soro, os mais utilizados, sao matrizes biologicas complexas pelo numero de substancias de 
diferentes hidrofobicidades e macromoleculas. Proteinas (p. ex., albumina, lipoproteinas, glicoproteina A, 
imunoglobulinas), cations e anions, compostos minerais, gorduras, pigmentos e moleculas organicas sao os 
principals interferentes. 14 Proteinas podem precipitar ou desnaturar e adsorver nas colunas cromatograficas, levando 
a aumento de pressao, entupimentos no injetor e tubulagoes, mudando o tempo de retengao das substancias e 
diminuindo a eficiencia e o tempo de meia-vida da coluna cromatografica. 4 

O preparo da amostra (Figura 15.3) separa o analito de interesse, tornando possivel que seja determinado e 
quantificado livre dos interferentes (Figura 15.4). Ao mesmo tempo, evita a degradagao da amostra e, no processo 
de validagao da metodologia, e de fundamental importancia no aumento da seletividade, limite de detecgao, 
resolugao e reprodutibilidade do metodo. A separagao dos analitos das matrizes e a detecgao de baixas 
concentragoes sao requisitos fundamentals nos processos analiticos, aplicados a toxicologia. 4 ' 5 

■ Compostos organicos acidos, basicos e neutros 

A eficiencia de um processo de ELL depende da proporgao do analito na forma nao ionizada; as substancias de 
natureza acida, como o acido acetilsalicilico, a fenilbutazona e os barbituricos, sao extraidos em pH abaixo de 4. 
Outro exemplo de importancia toxicologica e o monitoramento terapeutico do fenobarbital, da carbamazepina e da 
fenitoina, que sao analises realizadas de maneira simultanea por CLAE, apos extragao com diclorometano, em pH 
acido. Substancias de carater basico, como os alcaloides e aminas de modo geral (atropina, morfina, amitriptilina), 
sao extraidas em pH basico, o que favorece a forma nao ionizada; paralelamente, uma reextragao em pH acido 
favoreceria a partigao do farmaco para a fase aquosa. Tal processo pode ser realizado para a eliminagao de 
interferentes de mesma polaridade. Essa estrategia de mudanga de pH, na ELL, e um recurso importante para a 
purificagao das matrizes; apos a passagem dos interferentes plasmaticos para a fase aquosa, e necessario realizar 
uma reextragao em pH alcalino para que o farmaco possa retomar para a fase organica. 4 
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Figura 15.3 Procedimento de extragao liquido-liquido para analise em cromatografia a gas (CG) e cromatografia 
liquida de alta eficiencia (CLAE). 

O ajuste do pH tambem pode ser utilizado para 0 fracionamento da amostra em fragoes acidas, neutras e basicas. 
Essa pratica e utilizada quando nao se tem 0 direcionamento previo da exposigao do paciente aos agentes toxicos; 
neste caso, a utilizagao da cromatografia em camada delgada para a analise toxicologica ainda e considerada um 
metodo de triagem de substancias desconhecidas, em razao de sua simplicidade, baixo custo e capacidade de 
promover parametros de referenda (cor, hRf) em um curto intervalo de tempo. A ELL realizada em diferentes 
valores de pH (acido, basico e neutro) direciona a analise e, posteriormente, por meio dos metodos 
cromatograficos, a identificagao e a quantificagao do agente toxico sao realizadas pelos seguintes metodos: 
cromatografia a gas, CLAE e, como metodologia de eleigao, cromatografia acoplada a espectrometria de mass as. 1 ' 

Inerente ao processo de ELL, sao requeridas porcentagens de recuperagao absoluta na ordem de 75 a 80%; no 
entanto, se 0 limite de quantificagao do metodo estabelecido nao for comprometido, valores menores que 75% 
poderao ser aceitos na validagao do metodo cromatografico. Por exemplo, na extragao simultanea da amitriptilina, 
clomipramina, fluoxetina, sertralina, paroxetina, citalopram, mirtazapina, moclobemida, duloxetina e padrao interno 
(antidepressivos triciclicos e nao triciclicos) a partir de 1 m£ de plasma com a mistura solvente de hexano:alcool 
isoamilico (99:1, v/v); a separagao desses farmacos foi obtida por CLAE, utilizando-se coluna RP select B (250 x 
4 mm, 5 pm), em condigoes isocraticas, com detecgao por UV (A = 230 mn). 

A fase movel foi constituida de acetonitrila/metanol (55:5, v/v) e 0,25 mol/1 1 de tampao acetato de sodio, pH 
4,5 (35:65, v/v). A recuperagao da extragao para todos os farmacos foi de 72 a 86%, exceto para a moclobemida 



















(59%). No entanto, isso em nada comprometeu o controle terapeutico dos farmacos, pois mesmo com essa 
porcentagem de recuperagao, o farmaco alcangou o limite de quantificagao satisfatorio. 

Muitas vezes, a reextragao de interferentes lipossoluveis presentes no plasma tambem e necessaria. Por exemplo, 
no monitoramento terapeutico da carbamazepina e de seu metabolito, carbamazepina-10,11 epoxido, em pacientes 
epilepticos, a ELL e realizada em 200 pi de plasma, 200 pi de NaOH 1,5 M e 2 mb de acetato de etilacloroformio 
(l:lv/v). O reslduo e reconstituldo com 100 p 1 de fase movel e 100 p i de n-hexano, agitado de 10 s em mixer e 
centrifugado, injetando-se 20 p£ da fragao da fase movel. Nesse processo, em que se aplica uma “micro” ELL, os 
interferentes lipossoluveis, ainda presentes no residuo, migram para a fase organica (hexano), por partigao. 16,17 



Figura 15.4 Analise de antidepressivos triciclicos por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE): A. Antes do 
procedimento de extragao; B. Apos o procedimento de extragao (1) desipramina, (2) nortriptilina, (3) imipramina, (4) 
amitriptilina, (5) padrao interno. 


■ Extragao de metabolitos conjugados na urina 

A urina e empregada como amostra de escolha, tanto no controle da dopagem quanto para o monitoramento da 
abstinencia a substancias psicoativas; pode tambem conter proteina, mas geralmente apresenta mais sais, acido 
urico, creatinina e ureia. Na urina, ocorre a eliminagao dos farmacos, tanto na forma inalterada (como e o caso da 
cocaina, base fraca, que pode ser eliminada de 1 a 10%) como na conjugada (como e o caso do acido ll-nor-9-A 4 - 
tetraidrocanabinol-9-carboxilico, o metabolito do A ’-tetraidrocanabinol). Tal metabolito, alem da caracteristica de 
maior polaridade, requisite fundamental para ser eliminado, tambem esta na forma conjugada. A conjugagao, 
ligagao covalente de compostos endogenos, com o acido glicuronico ou sulfatos, confere ao farmaco um alto grau 
de polaridade; consequentemente, hidrossolubilidade. Dessa maneira, antes de o composto ser extraido, e 
importante submeter a urina ao processo de hidrolise, que pode ser acida, alcalina ou enzimatica. Em seguida, deve- 
se proceder a ELL em pH acido com solvente organico adequado. 18,19 O objetivo do procedimento de hidrolise e 
aumentar a porcentagem de recuperagao do composto de interesse na ELL. A clivagem especifica e a mais 
recomendada, como o uso das (i-glicuronidases ou arilsulfatases; no entanto, e importante que o procedimento seja 
cuidadosamente otimizado e validado no laboratorio, pois a urina pode conter sais que inibem a atividade 
enzimatica. O uso de hidrolise acida ou basica tambem requer cuidados com relagao a estabilidade da amostra, 
valores de pH e de temperatura. 4 

■ Compostos apolares 

Algumas vezes, como citado anteriormente no esclarecimento da causa mortis, podem ser solicitadas analises 
como pesquisas de DDT no tecido adiposo. Sem uma rigorosa purificagao dos extratos, e impraticavel qualquer 
metodo de extragao utilizado na analise de substancias apolares, tais como inseticidas organoclorados, compostos 
apolares que apresentam grande tendencia de acumulo na porgao lipoide do organismo animal. Todos os metodos de 
extragao de inseticidas organoclorados em material gorduroso utilizam tecnicas de purificagao, tais como: 
saponificagao, tratamento com acido sulfurico, tratamento com agentes oxidantes, hidrolise enzimatica e, 
principalmente, o emprego de solventes polares de extragao, extensivamente utilizado para extratos obtidos com 
hexano e eter de petroleo. Os solventes mais utilizados para esse proposito sao: acetonitrila, dimetilformamida e 







































































dimetilsulfoxido. 20 Nesse caso, a ELL e empregada; no entanto, sao necessarias outras tecnicas de purificagao para 
que a interferencia da matriz gordurosa seja mi nimi zada (Figura 15.5). 

No Brasil, o uso na agricultura dos inseticidas organoclorados foi proibido na decada de 1980. Contudo, 
atualmente, a Divisao Nacional de Vigilancia Sanitaria de Alimentos (DINAL), ao realizar analises periciais em 
alimentos, ainda tern relatado a presenga principalmente de dicofol e a e [1-endossul fan nas frutas: mamao, morango 
e tomate. Em matrizes nao gordurosas, a extragao com hexano tern sido a mais recomendada; quanto a interferencia 
nos extratos de pigmentos, o uso de coluna de Florisil®, preparada no proprio laboratorio, e um recurso economico 
e eficiente. 
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Figura 15.5 Procedimento para analise de inseticidas organoclorados em ovos. DDT: diclorodifeniltricloroetano; 
HCB: hexaclorobenzeno; DDE: diclorodifenildicloroetileno; DDD: diclorodifenildicloroetano. 

■ Substancias polares 

A toxicologia analitica compete, tambem, contribuir em tarefas mais especificas, como o controle de limites de 
seguranga a corantes artificiais, utilizados em produtos alimenticios. Os corantes artificiais empregados na industria 
alimenticia apresentam um ou mais grupos sulfonicos ou carboxilicos, que lhes conferem carga negativa; assim, a 
utilizagao de contraions (p. ex., brometo de cetilatrimetilamonio, na extragao de corantes) possibilita a formagao de 
pares ionicos que podem ser facilmente extraidos com solventes organicos de baixa polaridade e, posterionnente, 
analisados por CLAE. A ELL nao e ideal para todos os tipos de substancias; por exemplo, moleculas altamente 
polares, como e o caso dos corantes alimenticios, nao costumam ser extraidas por esse metodo. No entanto, o uso 
de contraions para a formagao de pares ionicos pode viabilizar o processo da ELL para esses compostos. 21 Outro 
exemplo de importancia toxicologica e o acoplamento dos esteres de fenilboratos (PBA) com moleculas contendo 
grupos de hidroxilas vicinais; essa reagao pode ser aplicada a catecolaminas e nucleotidios. Ocorre a formagao entre 
o borato e o grupo diol da catecolamina em pH alcalino; em seguida, o par ionico resultante e extraido pelo solvente 
organico heptano. A analise das catecolaminas, dopamina, norepinefrina e epinefrina e realizada por CLAE com 
detector eletroquimico. 22 

Em razao do desenvolvimento de detectores de alta especificidade e detectabilidade, tais como os espectrometros 
de massas sequenciais (EM-EM), o volume de amostra biologica requerido para os ensaios ELL tern sido reduzido 










para poucos pf , minimizando a exposigao dos analistas aos fluidos biologicos no laboratorio e o desconforto do 
cliente no momento da coleta. Consequentemente, esse procedimento reduz o consumo de solvente organico e 
favorece a utilizagao de tecnologias ambientalmente corretas, que contribuem para o cuidado preventivo do meio 
ambiente. 
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Capi'tulo 16 

Headspace 


Danielle Palma de Oliveira 


Introdu^ao 

“Composto volatil” e o termo empregado para designar um grupo de substancias quimicas que evaporam 
facilmente quando aquecidas. A identificagao e a quantificagao desses compostos em matrizes biologicas e nao 
biologicas tern relevancia em inumeras areas, como nas ciencias forenses, analises clinicas, ambientais e de 
alimentos; alem da medicina, estudo de polimeros, fisico-quimica basica, industria farmaceutica e cosmetica, entre 
outras. 1 Nesse contexto, a utilizagao de tecnicas de extragao de analitos volateis tornou-se uma necessidade, tendo 
em vista a baixa recuperagao deste tipo de substancia utilizando a metodologia convencional de extragao liquido- 
liquido. 12 Dessa maneira, foi desenvolvida a tecnica de headspace (HS). 

Essa tecnica de extragao envolve o equilibrio de analitos volateis entre uma fase liquida ou solida inferior 
(amostra) e uma fase de vapor localizada logo acima desta, chamada de headspace (ou, em portugues, espago 
confinante). 1 ’ 1 O HS e uma mistura de vapores contendo menores quantidades de soluto em relagao a 
complexidade de matrizes solidas e/ou liquidas, 4 e apenas essa fase de vapor e amostrada e transferida para um 
cromatografo a gas ou outro instrumento de analise, evitando a contaminagao do injetor, da coluna e do detector por 
substancias nao volateis. Sabe-se que esse tipo de contaminagao pode levar a alteragoes de linha de base e 
aparecimento de “picos fantasmas”, dificultando a integragao dos picos de interesse e a necessidade de manutengao 
frequente. Alem disso, como apenas a fase de vapor e introduzida, nao existe o pico analitico relativo ao 
solvente. 1,4-6 

Atualmente, o termo HS esta intimamente relacionado com a cromatografia a gas; no entanto, outros sistemas 
analiticos podem ser utilizados. A tecnica foi introduzida em 1939, utilizando um sistema colorimetrico de deteegao 
de etanol em agua e fluidos biologicos. Nesse caso, o vapor do alcool produzido no HS era transferido para um 
recipiente contendo uma mistura de permanganate de potassio e acido sulfurico, que possibilitava a identificagao. O 
primeiro documento relacionando o uso combinado da tecnica de HS com a cromatografia a gas foi publicado em 
1958, no Simposio de Amsterdam . 2J 

A maneira classica e mais simples de realizar a extragao por HS consiste em inserir a amostra em um frasco, 
veda-lo e aquece-lo. Desse modo, os analitos volateis migram da amostra para o HS ate alcangar o equilibrio entre 
as fases e, entao, a fase de vapor e amostrada e injetada no cromatografo a gas. 2,4,5 Essa tecnica e chamada de 
headspace estatico e pode ser realizada de forma manual ou automatica - nesta ultima, a introdugao do vapor e 
realizada por uma linha de transferencia aquecida que injeta rapidamente o vapor no cromatografo, por aumento de 
pressao no frasco de HS. Se o vapor produzido for aprisionado de alguma maneira, seja em um sorvente ou com 
outro artiflcio, a tecnica e denominada HS dinamico. 4 O advento da tecnica de microextragao em fase solida 
(SPME, solid phase microextraction ) levou ao desenvoivimento de um novo modo de aplicagao do headspace : o 
HS-SPME, que, atualmente, e o mais utilizado para a identificagao/quantificagao de substancias volateis, 
principalmente em amostras biologicas. 4 




As variagoes do HS sao amplamente empregadas em todo o mundo para os mais diferentes fins. Em 2002, foi 
publicada uma revisao sobre o assunto e os autores encontraram cerca de 8.700 artigos nos ultimos 75 anos; destes, 
aproximadamente 65% utilizavam a cromatografia a gas para analise do vapor. 4 A tecnica de HS e capaz de extrair 
compostos presentes em matrizes na ordem de partes por milhao (ppm), utilizando a tecnica de HS estatico e partes 
por bilhao ou trilhao (ppb ou ppt) com o HS dinamico e HS-SPME. 3 46 


Headspace estatico 


A tecnica de HS estatico foi a primeira ferramenta desenvolvida para analise de compostos volateis, 
principalmente em amostras ambientais e de fragrancias e aromas. 4 Conforme ja citado, a amostra e introduzida em 
um frasco, que e hermeticamente fechado e aquecido. Assim, os analitos volateis sao transferidos para a fase de 
vapor ate que o equilibrio seja alcangado (Figura 16.1); a partir de entao, a concentragao dos analitos em ambas as 
fases nao se altera em fungao do tempo. 4 

Do ponto de vista da quantificagao, o estabelecimento do equilibrio entre a fase condensada (amostra) e a fase de 
vapor e detenninante. De acordo com a Lei de Raoult, em um sistema fechado em que os componentes volateis 
estao em equilibrio termodinamico entre as fases gasosa e liquida, a seguinte equagao pode ser aplicada: 1 




c 


L 


Figura 16.1 Esquema da extragao por headspace estatico. V G : volume da fase gasosa; V L : volume da fase liquida; 

: concentragao do analito na fase liquida, antes do estabelecimento do equilibrio; C G : concentragao do analito na 
fase gasosa apos o equilibrio; C L : concentragao do analito na fase liquida apos o equilibrio. 


p, = P” x *, x V, 


Em que P, = pressao de vapor parcial do analito i; P'f = pressao de vapor do analito i puro; / t = fragao molar do 
analito i; v t = coeficiente de atividade do analito i na solugao. 131 

O valor de v, e constante quando a concentragao de compostos volateis na fase liquida e menor que 1%, e a Lei 
de Raoult pode ser simplificada pela Lei de Henry, segundo a qual a concentragao do analito na fase gasosa e 
proporcional a sua concentragao na fase liquida: 12 5 ’ 810 



= K 


Considerando o balango das massas dos analitos volateis nas duas fases, a seguinte equagao e valida, como 
ilustrado na Figura 16.1: 



V L = C L V L + C G V G 


Em que ( representa a concentragao do analito na fase liquida antes do equilibrio do HS; C L e C G representam 
as concentragoes nas fases liquida e gasosa apos o equilibrio; V, e V G representam os volumes das fases liquida e 
gasosa, respectivamente. 

O coeficiente de partigao (k) e a razao das fases (p) sao definidos como C,/C G e V c /V,, respectivamente. Assim, 



































a equagao anterior pode ser transformada em: 


(k + P) 

Essa ultima equagao demonstra que a intensidade do sinal do instrumento analitico esta relacionada com a 
concentragao do analito na fase gasosa (C G ) e depende de k, P e C , 1,2,5,8 Ou seja, a sensibilidade da tecnica de HS 
e proporcional a concentragao do composto na amostra, ao coeficiente de partigao e a razao entre as fases. 

Para analise de tragos, a C G pode ser aumentada pela utilizagao de quantidades maiores de amostra ou pelo 
emprego de recursos de enriquecimento da amostra antes do procedimento de extragao. 2 

O coeficiente de partigao (k) e inversamente proporcional a sensibilidade; isso significa que, reduzindo k, e 
possivel aumentar a recuperagao do analito. O valor de k e constante para um dado composto, em uma determinada 
matriz. Assim, modificando o valor de k, e possivel aumentar a sensibilidade da tecnica, seja alterando o grupo 
funcional do composto em teste por derivatizagao, seja alterando a composigao da matriz. 211 

■ Fatores que influenciam a analise por headspace estatico 

Volume de vapor injetado 

A razao entre as fases gasosa e liquida (p) e o volume de vapor injetado variam de acordo com o tipo de 
substancia analisada. Em geral, a razao entre as fases para a maioria dos analitos varia entre 5 e 20. 1 ’ 2,5,8 Como ja 
mencionado, quantidades maiores da amostra elevam o sinal do equipamento; no entanto, considerando o principio 
do HS, ao inserir a amostra no frasco de HS, e importante deixar volume livre suficiente para a volatilizagao dos 
compostos. 12,13 

O volume de injegao deve ser o minirno necessario para obter sensibilidade adequada e boa resolugao entre os 
picos, para reduzir a perturbagao do equilibrio do HS, que poderia levar a incerteza de medigao. Recomenda-se 
injetar cerca de 10% da fase de vapor (0,05 a 2 mf) no cromatografo; para tanto, devem ser utilizados frascos de 
HS com volumes entre 5 e 25 mf. 1,8 

A grande desvantagem do HS manual e a baixa reprodutibilidade entre as replicatas de uma mesma amostra. Para 
sanar esse problema, equipamentos automaticos de extragao estao disponiveis no mercado, existindo basicamente 
dois tipos de amostradores: tipo loop e o de controle pneumatico. No primeiro, o frasco de HS e pressurizado pelo 
gas de arraste do cromatografo por um tempo constante. Em um dado momenta, a fase de vapor e liberada em 
temperatura ambiente, preenche o loop de amostra e e introduzida na coluna do cromatografo. No segundo, o vapor 
produzido pela pressurizagao do frasco de HS e injetado no cromatografo a gas por meio de um controlador 
pneumatico. 1 

Adigao de sal 

A solubilidade de muitos compostos nao eletrolitos diminui na presenga de sais. Esse fenomeno, conlrecido como 
efeito salting-out, produz um crescimento do coeficiente de atividade (y), com o aumento da concentragao de sal na 
amostra. 114 Esse fato e observado por causa da redugao das pontes de hidrogenio entre os analitos e a amostra, em 
decorrencia do sequestro de moleculas de agua utilizadas para hidratar o sal adicionado. Com isso, ocorre a 
diminuigao da solubilidade do analito na amostra, facilitando sua volatilizagao. 1 xl 1 Essa redugao depende da 
concentragao e do tipo de sal e da substancia volatil. Estudos conduzidos para a identificagao/quantificagao de 
cetonas, aldeidos e alcoois mostraram que a adigao de sulfato de sodio promoveu melhor eficiencia na extragao, em 
comparagao com outros tipos de sais. 11213 

O efeito salting-out tambem e observado com adigao de agucares e lipidios. 11 '’ 

Efeito da matriz 

A complexidade das matrizes pode alterar o coeficiente de partigao dos analitos, pois podem ocorrer ligagoes 
entre os diferentes componentes da amostra e os compostos volateis, prejudicando a extragao. Assim, diferengas 
entre conteudo lipidico de amostras biologicas de diferentes orgaos podem alterar o coeficiente de partigao da 
substancia teste, prejudicando a quantificagao. 16 A diluigao das amostras tende a reduzir a interferencia da matriz. 1 ' 

Quando a matriz empregada e liquida (p. ex., sangue, urina, conteudo estomacal e aguas em geral), o equilibrio 




se estabelece com relativa facilidade. Amostras solidas podem ser utilizadas para a analise por HS; no entanto, 
devem ser cuidadosamente trituradas e homogeneizadas para facilitar a volatilizagao dos analitos. Esse 
procedimento deve ser realizado em baixas temperaturas para evitar perda dos analitos por volatilizagao e, de 
preferencia, dentro do proprio frasco de HS. Substancias quimicas como Triton X-100® e KOH, bem como banho 
de ultrassom podem ser utilizados para facilitar o processo. 1,17 

Temperatura 

Para facilitar a detecgao de compostos quimicos por headspace, e comum aumentar a temperatura de aquecimento 
do sistema para obter melhor recuperagao. Em geral, aumentando a temperatura, ocorre a redugao do coeficiente de 
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partigao.’ 

A melhora na extragao com o aumento da temperatura de equilibrio depende das caracteristicas fisico-quimicas de 
cada composto; mas, em geral, quanto maior a solubilidade do analito volatil na amostra, mais notavel e a 
influencia da temperatura/ 1 No entanto, ao empregar temperaturas muito elevadas, pode ocorrer a volatilizagao de 
grande quantidade de vapor de agua, prejudicando a eficiencia da coluna cromatografica; alem de elevar as chances 
de reagao entre os componentes da amostra. 1,12,13 

■ Sistemas e equipamentos 

O sistema de HS/CG consiste no elemento de pre-tratamento (HS) e o elemento de analise, geralmente 
cromatografo a gas (CG). O HS pode ser tanto manual como automatico, e consiste em um frasco em que a amostra 
e aquecida e o equilibrio entre as fases e obtido; um sistema de aquecimento e um sistema de injegao que transfere 
o vapor para o injetor. 1 

O frasco utilizado na tecnica deve ser de vidro resistente e lacrado com tarnpa de rosea ou com lacre de metal. 
Um septo e necessario, nao apenas para selar o frasco, mas tambem para manter a integridade fisica da amostra 
durante o aumento da pressao interna do frasco e tornar possivel a amostragem do vapor utilizando uma seringa. 1 
Podem ser utilizados septos de borracha ou silicone; no entanto, pode ocorrer adsorgao da substancia de interesse, o 
que resulta na diminuigao tempo-dependente da concentragao do analito na fase gasosa. Para evitar essa perda, 
comumente sao empregados revestimentos com teflon (politetrafluoretileno) ou folha de aluminio. 1,12,13 Todos os 
componentes do sistema de HS que entrain em contato com a amostra devem ser confeccionados com material 
inerte. 1 

No HS manual, a transference da fase gasosa para o CG deve ser realizada utilizando uma seringa especial que 
nao permita a perda de vapores, chamada de gas-tight, ou semelhante. Essa seringa deve ser pre-aquecida em 
temperatura maior do que a utilizada para a tecnica, para impedir a condensagao de analitos e agua na parede. 1 

A quantificagao do analito e realizada por meio de curva de calibragao, preferencialmente utilizando um padrao 
interno, que deve ter temperatura de ebuligao proxima ao analito de interesse. 1,5 

Headspace dinamico 

Embora a tecnica de HS estatico apresente inumeras aplicagoes, quando a amostra tern apenas tragos da 
substancia de interesse ou os analitos apresentam alto ponto de ebuligao, ela pode nao ser capaz de detecta-los/ O 
HS dinamico, tambem conhecido como purge and trap, foi desenvolvido para aumentar a sensibilidade da tecnica 
de HS estatico e e realizado automaticamente, com equipamento especifico acoplado ao cromatografo. Possibilita a 
detecgao de substancias de coeficiente de partigao acima de I O ' o que e uma limitagao do HS estatico. 10 

Nessa tecnica, a amostra contida em um frasco de HS e aquecida eletricamente ou por micro-ondas, enquanto e 
purgada por um gas inerte (atraves ou sobre a amostra), extraindo os analitos volateis de maneira continua - o que, 
ao contrario do HS estatico, viabiliza a extragao praticamente total do analito presente na amostra. Quando o gas de 
arraste enriquecido com os analitos sai do frasco de HS, e aprisionado por criogenia ou por utilizagao de sorventes 
quimicos. 1,10,18,19 Apos o tempo padronizado, os analitos retidos no sistema de aprisionamento sao liberados por 
aquecimento (na maior parte dos metodos) ou por eluigao com solventes e, entao, liberados para a coluna 
cromatografica. 419 A Figura 16.2 ilustra de maneira esquematica os sistemas de HS dinamico. 

A grande desvantagem da tecnica de HS dinamico em relagao ao estatico e o custo elevado, devido a necessidade 



de aparato mais sofisticado, que inclui o sistema de purga (ligado ao frasco de HS), o sistema de aprisionamento e 
o de dessorpao. 10,18 
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Figura 16.2 Representapao esquematica dos sistemas de headspace dinamico, empregando os dois tipos de 
aprisionamento: (A) por adsorventes e (B) por baixas temperaturas. I. gas inerte; II. frasco de headspace contendo a 
amostra; III. sistema contendo o adsorvente; IV. gas de arraste; V. frasco de amostra aquecido; VI. sistema de 
criogenia. CG: cromatografo a gas. 

■ Sistemas de aprisionamento 
Aprisionamento por sorventes quimicos 

Os adsorventes solidos, utilizados como sistemas de aprisionamento, sao materiais porosos, empacotados em 
cartuchos ou em pequenas colunas. Alguns adsorventes comuns, como carvao ativado e silica-gel, nao sao 
adequados para o HS dinamico, devido a possibilidade de degradapao ao utilizar temperaturas elevadas. Os 
adsorventes recomendaveis pertencem a quatro grupos principals: Tenax® TA(polimeros de oxido de 2,6 difenil-p- 
fenilene), Cromosorb® 106, carbono grafite (Carbotrap® B e C) e peneiras formadas por moleculas de carbono 
(Carbosieve® S-III, Carboxen® 1000, Carboxen® 1003). A escolha do material adsorvente e critica para a 
quantificapao, pois, dependendo das caracteristicas dos compostos analisados, pode ocorrer sobrecarga do sistema 
de aprisionamento. O volume de gas enriquecido com os analitos volateis que leva a essa sobrecarga e chamado de 
volume breakthrough. 5 ' 9 20 

O volume maximo de amostra ( V) que pode passar pelo sistema de aprisionamento sem atingir o breakthroug e 
dado por:"' 

V = V‘(l-2 IV'lN) 

Em que TV e o numero de pratos teoricos do sistema de aprisionamento e V e o volume de retenpao do analito i. 

Informapoes sobre o volume breakthrough de varios materiais adsorventes podem ser encontradas no artigo 
publicado por Feng, Mitra (1998) 21 e no enderepo eletronico http://www.sisweb.com/index/referenc/resins.htm. 

Para aprisionar compostos de diferentes propriedades, podem ser utilizadas combinapoes de adsorventes. 19 

Colunas de silica fundida revestidas internamente com substancias liquidas, como o polidimetilsiloxano 
(PDMS), tambem podem ser utilizadas como sistema de aprisionamento. Nesse caso, os compostos volateis sao 
retidos por dissolupao e nao por adsorpao, como ocorre com os materiais solidos. Sendo assim, a interapao entre os 
analitos de interesse e o sistema de aprisionamento pode ser cuidadosamente avaliada por meio do coeficiente de 
partipao. Esse fato e particularmente importante para calcular o volume breakthrough , 19 

Aprisionamento por criogenia 

O aprisionamento por criogenia utiliza tubos capilares resfriados por nitrogenio liquido ou dioxido de carbono 
solido. A retenpao de substancias utilizando baixas temperaturas evita o aparecimento de “picos fantasmas” na 
analise do CG, resultantes do “sangramento” dos sistemas de aprisionamento citados anteriormente; alem disso, 
nao apresenta a limitapao relativa ao volume breakthrough . 19 

Um dos grandes problemas relacionados com a tecnica de HS dinamico com criogenia e a entrada de agua no 
sistema, que pode condensar no inicio da coluna, prejudicando sua eficiencia. Da mesma maneira, a presenpa de 

















moleculas de agua no espectrometro de massas (EM) pode danifica-lo, induzindo a alteragoes no espectro, com 
consequente redugao na capacidade de identificagao. Mesmo utilizando materials hidrofobicos como Tenax® TA e 
Carboxen® 564, a presenga de agua pode prejudicar a analise quando a umidade relativa da amostra exceder 90%. 
Para reduzir essa interference, um ou mais sistemas relacionados a seguir podem ser utilizados: 10,18,19 

• Purga seca: imediatamente antes da dessorgao, o sistema de aprisionamento deve ser purgado com um gas inerte 
para remover moleculas de agua. Esse procedimento pode levar a perda de analitos altamente volateis e e mais 
utilizado para sistemas de aprisionamento por materials solidos 

• Condensagao: a agua pode ser condensada em um sistema de resfriamento a 10 ou —15°C, localizado entre a 
saida do frasco de HS e o sistema de retengao. Analitos apolares de alto ponto de ebuligao ou polares podem ser 
parcial ou totalmente perdidos por efeito de refluxo, limitando a utilizagao deste recurso para esses tipos de 
substancias 

• Secagem da amostra: cartuchos empacotados com sais higroscopicos, localizados antes da entrada do sistema de 
aprisionamento, reduzem a presenga de moleculas de agua. Entre os sais mais utilizados (carbonato de sodio, 
sulfato de magnesio e cloreto de calcio), apenas o carbonato de sodio parece nao absorver quantidades 
significativas de compostos volateis 

• Permeabilidade: as moleculas de agua podem difundir atraves de uma parede seca, enquanto os analitos 
permanecem no gas de arraste. Tubos de Nafion® sao os mais utilizados, porem podem remover compostos 
polares, oxigenados e de baixo peso molecular. 

A combinagao de aprisionamento empregando materials solidos ou liquidos em baixas temperaturas aumenta a 
eficiencia da tecnica. 19 20 

■ Liberagao dos analitos do sistema de aprisionamento 

Os analitos podem ser liberados do sistema de aprisionamento por aumento da temperatura do sistema ou por 
eluigao com solventes. 

Na dessorgao termica, a totalidade aprisionada e liberada para o sistema cromatografico; enquanto, utilizando 
solventes, apenas uma aliquota desse conteudo e introduzida no injetor. Outras vantagens da utilizagao do 
aquecimento para liberagao dos analitos estao relacionadas com a ausencia de pico analitico relativo ao solvente e 
seus contaminantes, quando existentes; alem disso, evita o descarte de residuos. 19 

Headspace acoplado a microextra$ao em fase solida 

Na ultima decada foi desenvolvida a tecnica de headspace acoplada a microextragao em fase solida (HS-SPME). 
A SPME sera mais bem detalhada no Capitulo 18; assim, este capitulo trara apenas uma sintese do assunto. 

O HS-SPME foi desenvolvido para aumentar a seletividade da tecnica tradicional de headspace estatico. Alem 
disso, e mais viavel para a utilizagao de outras tecnicas analiticas alem da cromatografia a gas, como cromatografia 
liquida de alta eficiencia (CLAE). O procedimento e basicamente o mesmo do HS estatico; contudo, os analitos 
volatilizados aderem, por afinidade, a uma fibra de silica fundida, revestida por uma fase estacionaria, mantida em 
contato com o headspace, como pode ser verificado na Figura 16.3. 7,11,17,22 ~ 25 

Nesse caso, o equilibrio termodinamico envolve tres fases: a fibra, a fase de vapor e a fase condensada. Quando 
este e alcangado, a fibra e removida e introduzida no injetor, no qual ocorre a liberagao dos analitos por dessorgao 
termica no proprio injetor do cromatografo a gas ou por dissolugao em solventes (CLAE), que sao arrastados para 
a coluna cromatografica. 29 A distribuigao das massas do analito durante a extragao e definida pela relagao: 


c 0 v s = cfv f+ c;v k + c : v a 



Figura 16.3 Esquema da extragao por headspace acoplado a microextragao em fase solida (HS-SPME). 


Em que C 0 e a concentragao inicial do analito na amostra; ( ■ ( » ( sao as concentragoes do analito na fibra, 

no HS e na amostra e V f , V h e V a sao os volumes da fibra, do HS e da amostra, respectivamente. 26 
O coeficiente de partigao fibra/HS pode ser definido como: 




De maneira analoga, o coeficiente de partigao HS/amostra e definido como: 



A massa no analito absorvido pela fibra e dada por: 


"= c r v i 


Substituindo as equagoes anteriores: 

„ K > xy 1 .xv f xq,xv. 

" ^ x x v /+ x V v 0 

Como 


K f = K a X K 

fa jh a 


A equagao ainda pode ser simplificada em: 


n = 


x ft x v f xc.x V M 
K fr X V f + X v,+ v t 


A ultima equagao demonstra que a quantidade extraida de analito independe da localizagao da fibra, que pode ser 
exposta no headspace ou introduzida diretamente na amostra, sem prejuizo para a extragao. No entanto, a utilizagao 
da tecnica HS-SPME evita que analitos nao volateis sejam retidos pela fibra, reduzindo interferentes, alem de 
proteger a fibra contra danos causados por substancias de alto peso molecular presentes na amostra. 2 ' 1 














Aplica^des das tecnicas de headspace 


Apos seu langamento comercial, o HS tornou-se o procedimento mais empregado para a extragao de analitos 
volateis nas mais diversas areas. 2 

Essa tecnica pode ser empregada como auxiliar nos estudos de toxicocinetica de substancias volateis, como pode 
ser verificado no estudo conduzido por Ernstgard et al. (2003). 2 Nesse trabalho, os autores utilizaram HS para 
determinagao das concentragoes de 2-propanol e acetona em urina, sangue, saliva e ar exalado, apos a exposigao 
controlada ao referido alcool, para verificar as diferengas na toxicocinetica entre homens e mulheres. 4 De maneira 
analoga, Oliveira e Siqueira (2004) 21 empregaram a mesma tecnica para verificar a influencia de sexo, idade, 
tabagismo e habitos de ingerir bebida alcoolica na excregao de acetona urinaria. 2S 

Em analises forenses, a tecnica de HS e largamente empregada. A detecgao do acido fluoracetico por HS em 
amostras post-mortem tern sido utilizada na elucidagao de casos de intoxicagoes agudas e cronicas por este 
raticida. 29 A determinagao do acido y-hidroxibutirico (GHB) em diferentes matrizes coletadas de cadaveres foi util 
na elucidagao do mecanismo de geragao post-mortem deste acido, possibilitando a diferenciagao entre consumo 
antes da morte e formagao posterior. Nesse estudo, o GHB foi extraido por HS apos derivatizagao, formando o 
composto volatil y-butirolactona (GHL). 30 A determinagao de etanol por HS em sangue, 31,32 cabelo, 3 meconio, 34 
cerebro, 16,35 entre outras matrizes e bastante utilizada em laboratorio de rotina de analises forenses. Na 
determinagao de substancias psicoativas, o HS-SPME tambem pode ser utilizado, como na identificagao de 
anfetamina e metanfetamina em fluidos biologicos. 36 ’ 37 

Em analises de alimentos, a determinagao de substancias volateis por HS apresenta varias aplicagoes, como na 
avaliagao da qualidade de queijos, 38 identificagao de aromas de vinhos, 39,411 detecgao de compostos toxicos 
volateis 21 determinagao de flavorizantes 41 e determinagao do perfil de mel e derivados. 42 

Varias substancias volateis toxicas sao utilizadas no ambiente ocupacional; dentro deste contexto, o HS tern 
grande aplicabilidade nos programas de monitoramento. Embora, em muitos casos, os produtos de 
biotransformagao sejam utilizados como indicadores biologicos de escolha, a utilizagao dos solventes inalterados 
como bioindicadores apresenta melhor correlagao com a exposigao. Metodos tern sido validados em amostras 
biologicas para detectar benzeno, xilenos, tolueno etilbenzeno, bromopropano, hidrocarbonetos policiclicos 
aromaticos (HPA), entre outros, para que possam ser empregados na prevengao e diagnostico de intoxicagoes 

• 43-46 

ocupacionais. 

Em toxicologia ambiental, os compostos organicos volateis (VOC) tern grande destaque pela presenga maciga no 
ambiente e diversidade de efeitos toxicos. Assim, sao muito importantes as analises de sedimento, solo, plantas, 
biota e aguas, principalmente subterraneas, por HS. 1 1 A presenga de compostos butilados em amostras de agua 

pode ser avaliada por HS apos um procedimento de derivatizagao." 2 Adicionalmente, a tecnica de HS pode ser 
utilizada para a quantificagao de compostos volateis na saliva visando o monitoramento de pessoas expostas a 
poluentes atmosfericos, como eter de metil terc- butilico e estireno, que sao biomarcadores de exposigao ao dimetil 
dissulfeto. 53 

Na clinica, a combinagao de HS-SPME pode ser utilizada como ferramenta adicional no diagnostico de diabetes, 
em razao de sua capacidade de detectar baixas concentragoes de acetona no ar exalado." 4,4 " A quantificagao de 
acetonitrila em amostras de ar exalado e utilizada para a verificagao da frequencia de exposigao a fumaga de cigarro 
e diferenciagao entre nao (limantes." 6 Atualmente, a tecnica de HS tern sido utilizada em estudos in vitro para a 
determinagao de compostos organicos volateis, liberados por celulas pulmonares cancerosas." 7,58 Futuramente, 
esses dados poderao ser uteis no diagnostico precoce de cancer de pulmao, por meio da analise de ar exalado. Alem 
disso, e possivel fazer o diagnostico precoce de graves infecgoes por meio da pesquisa de compostos volateis no ar 
exalado, urina e fezes. Em 2013, Sethi et al. (2013)" ' publicaram uma revisao relacionando o aumento de 
compostos volateis em amostras biologicas com diferentes infecgoes, como metil nicotinato no ar exalado de 
pacientes infectados por Micobacterium tuberculosis. 

A tecnica de HS pode tambem ser utilizada na quantificagao de compostos volateis da pele, como a acetona, que e 
um bioindicador de diabetes. 60 Jiang et al. (2013) 61 empregaram a tecnica de HS para determinar compostos 
volateis extraidos por um filme aplicado a pele de humanos, apos a ingestao de alcool e alho. 
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Capitulo 17 

Extragao em Fase Solida 


Jose Luiz da Costa 


Introdu^ao 

O preparo de amostra e considerado um ponto critico nas analises toxicologicas. Muitas das analises de rotina 
dos laboratories nao podem ser realizadas em matrizes biologicas brutas, devido a incompatibilidade dos 
componentes da matriz com a metodologia analitica utilizada, ou por interference destes no resultado a ser obtido. 
A complexidade das etapas de preparo da amostra depende da amostra em questao, do analito e das tecnicas de 
separagao (geralmente cromatografia) e deteegao a serem utilizadas para a identificagao da substancia. O preparo de 
amostra tern como objetivo principal extrair o analito da matriz em que se encontra; no entanto, tambem podem ser 
realizadas etapas de concentragao, diluigao e remogao de interferentes. 1 

A introdugao da extragao em fase solida (SPE, solid phase extraction) foi uma importante inovagao entre os 
processos de extragao e/ou pre-concentragao de xenobioticos presentes em matrizes biologicas. O uso de colunas de 
extragao como processo alternative a tradicional extragao liquido-liquido e citado com grande frequencia em 
publicagoes cientificas destinadas as analises toxicologicas. 

O uso da SPE teve inicio nos anos 1980, quando comegaram a ser comercializados os primeiros cartuchos 
descartaveis, que continham fase estacionaria preparada com particulas de silica quimicamente ligadas a sorventes, 
e que possibilitavam a passagem de amostras liquidas pela aplicagao de pequena pressao positiva ou negativa. 
Nessa tecnica, o processo de separagao e do tipo liquido-solido, em que ocorre transference dos analitos presentes 
em uma solugao (amostra) para uma fase solida extratora, em um processo semelhante ao que ocorre na 
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). 2 4 

A SPE e uma tecnica de preparo de amostras de grande importancia, principalmente quando se deseja analisar 
toxicantes em baixas concentragoes, presentes em matrizes complexas, como alimentos, agua, solo, ou fluidos 
biologicos, como sangue e seus derivados, urina ou amostras de tecidos (hepatico, renal, cerebral, disponiveis em 
analises toxicologicas post-mortem). Essa importancia justifica-se pelo fato de que a SPE viabiliza a realizagao 
simultanea dos processos de purificagao ( cleanup) e pre-concentragao (ou enriquecimento) do analito, por 
possibilitar a passagem de grande volume de amostra atraves da fase extratora, que ira reter seletivamente os 
analitos de interesse, tornando possivel a passagem de interferentes da matriz, que serao descartados. Os analitos 
retidos poderao, entao, ser eluidos utilizando-se pequena quantidade de solvente de eluigao. 

As principals vantagens da SPE estao na grande seletividade que pode ser obtida por meio da escolha da fase 
extratora adequada e o menor consumo de solventes organicos em comparagao com a tradicional extragao liquido- 
liquido. Na SPE, nao e necessario que a fase extratora (no caso, a fase solida) seja imiscivel no fluido que contem o 
toxicante a ser extraido, uma condigao essencial para a extragao empregando solventes organicos. Outra vantagem 
da extragao em fase solida sobre a liquido-liquido e a ausencia de emulsoes formadas durante o processo extrativo, 
que acarretam diminuigao no rendimento do processo extrator na partigao com solventes organicos. 1 1 

Atualmente, a SPE pode ser utilizada em processos automatizados, que empregam equipamentos de extragao 




robotizados ou interfaces para acoplamento on-line com sistemas cromatograficos, principalmente a CLAE. Os 
processos de extragao automatizados fornecem grande agilidade e produtividade as analises, mas apresentam custo 
ainda elevado. 

Principals fases extratoras 

Na SPE, a extragao decorre de interagoes intermoleculares entre o analito e os grupos funcionais presentes no 
material solido extrator, sendo os mecanismos de retengao dos analitos na SPE identicos aos envolvidos em 
cromatografia liquida em coluna. 1 

Inicialmente, os materiais extratores eram preparados a partir de particulas de silica, que eram tratadas 
quimicamente e podiam receber tipos de radicais organicos, escolhidos de acordo com o tipo de substancia que se 
pretende extrair. Nos ultimos anos, fases extratoras polimericas foram desenvolvidas e vem substituindo com 
vantagens as tradicionais fases a base de silica quimicamente ligada. Esses sorventes polimericos sao mais 
reprodutiveis, possibilitam melhor escoamento da amostra, apresentam maior estabilidade e podem ser utilizados 
em ampla faixa de valores de pH. 

A SPE pode ser classificada de acordo com as caracteristicas da fase extratora e com o tipo de interagao entre o 
analito e a fase, em cinco modos, que serao mais bem explicados a seguir. 

■ Fase normal 

Pode ser empregada na extragao de compostos polares presentes em matrizes organicas (apolares). Este tipo de 
fase pode ser de Florisil® (silicato de magnesio), alumina ou silica-gel. O principal mecanismo de interagao neste 
tipo de SPE e a formagao de ligagoes de hidrogenio entre o analito e a fase extratora. A eluigao dos analitos e feita 
utilizando-se solugoes tampao de alta forga ionica. 

■ Fase reversa 

Baseia-se na interagao dos analitos organicos presentes em meio aquoso (como urina e sangue) e uma fase 
extratora apolar. A interagao entre o analito nao ionizado (apolares) e a fase solida ocorre por ligagoes de Van der 
Waals, sendo utilizados solventes organicos apolares para eluigao dos analitos retidos. As primeiras colunas de SPE 
de fase reversa utilizavam particulas de silica quimicamente ligada a radicais octila (C8) ou octadecila (Cl8). 
Atualmente, fases extratoras polimericas estao disponiveis comercialmente e sao preparadas, por exemplo, a partir 
de monomeros de N-vinilpirrolidona e divinilbenzeno. Esse tipo de fase proporciona melhores rendimentos e 
extratos mais limpos, em comparagao com a tradicional SPE de reversa, usando fases C8 ou Cl8. 

■ Troca ionica 

Baseia-se na interagao dipolar de ions de cargas opostas presentes na amostra e na fase solida. Utiliza, como fase 
extratora, polimero ou silica quimicamente ligada a radicais que contenham grupamentos funcionais sulfonila, 
carboxilico ou trimetilamino. A eluigao dos analitos normalmente e feita pela mudanga do pH de solventes contendo 
pequena porcentagem de acido (em geral, acido acetico ou formico) ou base (em geral, hidroxido de amonio). 

■ Fase extratora mista 

Fase extratora mais utilizada em procedimentos de analises toxicologicas sistematicas. Pode apresentar dois ou 
mais tipos de materiais, combinando uma fase extratora apolar com uma fase de troca ionica. Esse aumento no tipo 
de interagoes, que podem ocorrer entre os analitos e a fase estacionaria, torna possivel que toxicantes de 
caracteristicas quimicas diferentes sejam extraidos utilizando-se apenas uma coluna extratora. Colunas polimericas 
de fase mista podem ser preparadas, por exemplo, a partir de acido benzenossulfonico, com capacidade de reter 
tanto substancias carregadas positivamente (cations) quanto com caracteristicas nao polares. Nesse caso, o sorvente 
produzira interagao ionica entre o analito e o radical sulfonato, alem de uma interagao nao polar com o anel de 
benzenico. 


■ Poli'meros impressos molecularmente 



A impressao molecular e uma tecnologia capaz de produzir pollmeros dotados de locals especlficos de 
reconhecimento, estereoquimicamente moldados a partir de molecula modelo (o toxicante ou o produto de 
biotransformagao que se deseja analisar). Esses pollmeros sao sintetizados por meio da formagao de um complexo 
entre molecula modelo e monomeros funcionais. Assim, as terminagoes ligantes dos monomeros funcionais sao 
posicionadas em pontos complementares aqueles provenientes da molecula modelo, possibilitando a formagao de 
ligagoes extremamente seletivas entre a fase solida extratora e o analito. 5,6 Apesar da importante vantagem conferida 
pela seletividade da extragao em fase solida com pollmeros impressos molecularmente (MISPE, molecularly 
imprinted solid phase extraction), este tipo de fase extratora ainda e pouco disponlvel comercialmente, o que lirnita 
seu uso em laboratories de analises toxicologicas de rotina. 

O Quadro 17.1 resume os principals tipos de fases extratoras usadas em SPE, e apresenta exemplos de algumas 
classes de compostos que podem ser extraidos. 

Classificagao da extragao em fase solida quanto ao formato 


■ Extragao em colunas 

Esse e o modo classico de extragao em fase solida, sendo ainda o formato mais amplamente utilizado. 4 Uma 
coluna tipica para SPE costuma ser formada por um tubo de polipropileno contendo de 10 a 500 mg de sorvente, 
com 40 a 60 pm de tamanho de particula, fixado no tubo por meio de dois discos de retengao. 


Quadro 17.1 Principals tipos de fases extratoras usadas em extragao em fase solida. 


Fase extratora 

Grupo funcional da fase extratora 

Compostos extraidos 

Fase normal 

Si'lica-gel, alumina, Florisil® 

Compostos polares como alcoois, aldei'dos, compostos 
fenolicos, nitrocompostos e corantes 

Fase reversa 

O 

rA 

oo 

Compostos moderadamente apolares e polares 


Octadecil (C18)*, pollmeros de N- 
vinilpirrolidona/divinilbenzeno 

Compostos apolares como antibioticos, aflatoxinas, 
barbituricos, benzodiazepi'nicos, esteroides, digitalicos, 
vitaminas lipossoluveis, fungicidas e praguicidas 

Troca ionica 

Cianopropil, sulfonico* 

Compostos cationicos como antibioticos, corantes, 

catecolaminas e herbicidas 


Aminopropil, trietilamino* 

Compostos anionicos como etil glicuronfdio, praguicidas e 

herbicidas 

Fase mista 

Acido benzenossulfonico 

Compostos cationicos apolares, tais como farmacos 
antidepressivos, antipsicoticos e psicoativos 


Amino divinilbenzeno 

Compostos anionicos apolares, como farmacos anti- 
inflamatorios nao esteroidais e canabinoides 

Pollmeros impressos molecularmente 

Pollmeros com locais especlficos de 

reconhecimento 

Compostos especlficos, com estrutura complementarao 
poli'mero da fase extratora 


*Grupamento quimicamente ligado a particula de silica. 


Dezenas de fabricantes produzem comercialmente colunas de SPE com diferentes tamanhos, capacidade de 
volume e tipos de sorventes. Essa grande oferta no mercado contribuiu para a melhora na qualidade da SPE (rnelhor 




reprodutibilidade entre os lotes de colunas) e tambem para diminuir o custo do produto. 


■ Extragao em discos 

A SPE pode apresentar-se ainda em formato de disco (ou membrana carregada de particula). Nesse tipo de SPE, 
as particulas ativas sao imobilizadas em uma matriz inerte e estavel de microfibrilas de politetrafluoretileno (PTFE) 
ou vidro. 

A extragao em discos foi originalmente desenvolvida para possibilitar a extragao de grandes volumes de 
amostras, sem que houvesse entupimento da fase extratora por particulas em suspensao ou componentes da matriz. 4 
Sob essa otica, a extragao em disco mostra grande importancia nas analises toxicologicas com enfoque ambiental, 
principalmente para a extragao de toxicantes organicos presentes na agua. 

Um disco tipico tern 47 mm de diametro e 0,5 mm de espessura, contem 500 mg de sorvente (C8 ou Cl8) de 8 
pm de diametro de particula e 6 nm de poro, imobilizadas no suporte. 1 Os discos estao disponiveis em varios 
diametros, de 4 a 90 mm, sendo escolhidos de acordo com o volume de amostra utilizada na extragao. Discos com 
diametros maiores (25 a 47 mm) sao uteis nas analises em que ha disponibilidade de volumes de amostra 
relativamente grandes para extragao (p. ex., agua e urina). Ja os discos de menor diametro sao particularmente uteis 
para determinagoes em fluidos que contem baixa disponibilidade de volume, tais como sangue e seus derivados 
(plasma ou soro), humor vitreo e saliva. 2 

Os discos apresentam uma serie de vantagens devido ao seu formato, tais como leito mais homogeneo, pressoes 
menores durante a aplicagao da amostra e na eluigao, ausencia de caminhos preferenciais, maior capacidade para o 
analito, melhor repetibilidade e reprodutibilidade, vazoes mais altas e menores volumes de eluentes para a 
dessorgao. Uma das desvantagens do uso de discos e que a etapa de condicionamento e mais critica. Diferentemente 
da SPE em cartuchos, a secagem do disco deve ser evitada, pois, devido a grande area superficial, uma interface ar/ 
agua e formada facilmente, resultando em um decrescimo das recuperagoes. Da mesma maneira que os cartuchos, 
os poros dos discos podem ser obstruidos quando se extrai amostras contendo uma concentragao relativamente alta 
de macromoleculas ou de material particulado. Assim, e aconselhavel filtrar as amostras aquosas antes da extragao 
ou usar pre-filtros inertes. 

■ Extragao on-line 

Uma das grandes vantagens da extragao em fase solida e a possibilidade de automagao, por meio do acoplamento 
desta tecnica de preparo de amostras em linlia com a cromatografia liquida de alta eficiencia, responsavel pela 
identificagao e/ou quantificagao dos analitos. Nesse tipo de SPE, o sistema de extragao em fase solida e acoplado a 
um sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia, frequentemente inserido na alga de amostragem; apos o 
processo extrativo, a coluna e conectada diretamente na linha de alta pressao da fase movel, que atua como eluente 
do processo de extragao. 

Na SPE on-line (Figura 17.1), sao utilizadas duas bombas de cromatografia liquida, uma para as etapas 
condicionamento/aplicagao da amostra (bomba n- 1), outra para a eluigao dos analitos e separagao cromatografica 
(bomba n- 2). A amostra e injetada e, inicialmente, bombeada para a coluna extratora (que apresenta baixa eficiencia 
de separagao e tern como fungao reter e pre-concentrar os analitos, possibilitando a eluigao dos interferentes da 
matriz). Apos a retengao dos analitos, uma valvula e acionada e a fragao contendo o analito e transferida para a 
coluna analitica (de alta eficiencia de separagao), responsavel pela separagao cromatografica. 

Nesse tipo de sistema de extragao/analise cromatografica, quando o injetor esta na posigao “carregar”, a amostra 
passa sob fluxo controlado pela bomba n- 1 atraves da coluna extratora, na qual os analitos sao retidos. 
Simultaneamente, a fase movel e bombeada (bomba n- 2) diretamente para a coluna analitica. Quando a etapa de 
extragao e/ou pre-concentragao termina, a valvula de injegao e colocada na posigao “injetar”, a fase movel passa pela 
coluna extratora e remove os analitos, enviando-os para a coluna analitica, na qual serao separados. 

■ Extragao por dispersao da matriz em fase solida 

A extragao por dispersao da matriz em fase solida usa um suporte solido, geralmente contendo fase 
quimicamente ligada, como abrasivo para produzir ruptura na arquitetura da amostra, facilitando o processo de 
extragao. 21 '' 


Nesse processo de extragao, a amostra deve ser homogeneizada (com a adigao de pequena quantidade de agua ou 
solugao tampao, quando necessario) antes de ser colocada em contato com a quantidade predeterminada de material 
extrator (materiais adsorventes, como particulas de silica recobertas por C18, C8 ou Florisil®). O material e 
homogeneizado com auxilio de almofariz e pistilo, procedimento que possibilita que as particulas do material 
extrator entrem em contato intimo com a matriz, facilitando o processo extrativo. Essa mistura e acondicionada em 
uma coluna de vidro ou polipropileno, e posteriormente eluida pelo uso de solventes organicos (ou mistura de 
solventes) apropriados. 1 '' 

A extragao por dispersao da matriz em fase solida tern sido aplicada a analise de residuos de praguicidas 1 e 
micotoxinas 1N em alimentos. 

Um tipo especial de extragao por dispersao da matriz em fase solida e o metodo conhecido como QuEChERS 
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), que vem sendo muito utilizado nas analises de residuos de 
praguicidas em alimentos. 19-21 


■ Microextra^ao por sorvente empacotado 

A microextragao por sorvente empacotado (MEPS, microextraction by packed sorbent ) e um formato recente e 
miniaturizado de SPE (utiliza apenas 1 a 2 mg de sorvente), em que o cartucho convencional e substituido por 
material extrator empacotado no corpo de uma microsseringa (com capacidade para 100 a 250 p£).~ 


Fase solida 
extratora 



Figura 17.1 Esquema mostrando a extragao em fase solida on-line. 

O processo de extragao pode ser facilmente automatizado, usando-se a seringa ou sistema de bombeamento do 
amostrador automatico do cromatografo liquido ou gasoso para aspirar e dispensar a amostra varias vezes, fazendo 
com que entre em contato com o sorvente extrator. Na etapa seguinte, o sorvente e lavado com sucessivos ciclos de 
aspiragao/dispensa de agua (ou solvente de baixa forga extratora). Por ultimo, os analitos sao eluidos com pequeno 
volume (20 a 50 p£) de solvente (p. ex., metanol) diretamente no sistema de injegao do cromatografo. Os sistemas 
de cromatografia gasosa requerem injetores com programagao de temperatura (PTV, programmed temperature 
injector) para uso on-line da MEPS. 

Esse tipo de extragao apresenta vantagens sobre a SPE em cartuchos, como a facilidade de automagao (tornando 
possivel, inclusive, extragao on-line com a cromatografia gasosa), redugao no tempo de preparo de amostras, 
redugao na quantidade de amostra e solvente necessarios no preparo (neste caso, os volumes sao da ordem de 
microlitros). Se, por um lado, o uso de pequena quantidade de amostra e uma vantagem para a tecnica de MEPS, 
por outro, este parametro pode tambem ser uma desvantagem (p. ex., nas situagoes em que e necessario grande 
fator de pre-concentragao para alcangar baixos limites de quantificagao). 


Etapas da extragao em fase solida 














Independentemente do tipo de fase extratora ou da forma da SPE, o procedimento de extragao por SPE pode ser 
resumido em quatro etapas (Figura 17.2): 

• Condicionamento ou ativagao da fase extratora, pela passagem de solvente organico polar (frequentemente 
utiliza-se metanol), seguido por agua ou solugao tampao. Esta etapa e necessaria para permitir que os locals 
extratores responsaveis pela ligagao com os analitos estejam disponlveis 

Aplicagao da amostra, que deve passar pela fase solida em uma velocidade adequada, que possibilite o contato 
entre os analitos e a fase extratora. Em amostras biologicas (tais como sangue total, outros tecidos ou amostras 
solidas), sao necessarias etapas previas de preparagao (homogeneizagao, desproteinizagao, centrifugagao etc.) 
antes de serem aplicadas na fase extratora. A amostra pode, ainda, ser tamponada em um pH que favorega a 
interagao entre os analitos e a fase extratora (procedimento fundamental nas extragoes com base em troca 
ionica). A adigao de padrao interno a amostra deve ser feita previamente a aplicagao na coluna 

• Lavagem da coluna com solventes para remogao de interferentes. Uma vez aplicada a amostra, ficarao retidos na 
fase extratora nao apenas os analitos desejados, mas tambem alguns interferentes, que serao eliminados nesta 
etapa do processo. Para lavagem, e possivel utilizar agua, solugoes tampao, acidos ou bases diluidas ou, ainda, 
um solvente organico polar, como metanol ou acetonitrila. E fundamental que a solugao utilizada na lavagem da 
coluna tenha forga suficiente apenas para eluir os interferentes, mantendo os analitos retidos na fase solida. 
Apos a lavagem, a fase extratora deve ser seca pela passagem de ar atraves da fase extratora (de 2 a 10 min de 
vacuo), para que todo residuo de agua ou tampao seja retirado 

• Eluigao e coleta dos analitos. Esta etapa geralmente utiliza pequeno volume de solventes organicos para arrastar 
as substancias, ate entao retidas na fase extratora. O solvente utilizado na eluigao depende das caracteristicas da 
fase extratora e do analito que esta sendo extraido. Os solventes organicos utilizados na eluigao evaporam, e o 
residuo desta evaporagao e reconstituido com um pequeno volume de solvente adequado para o metodo de 
analise empregado. 

O Quadro 17.2 apresenta exemplos de analises toxicologicas que utilizam SPE como tecnica de preparo de 
amostra. 
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Figura 17.2 Esquema mostrando as etapas da extragao em fase solida. A: analito; Pi: padrao interno; I: 
interferentes da matriz. 


Quadro 17.2 Exemplos de analises toxicologicas que utilizam extragao em fase solida (SPE) como tecnica de preparo de amostra. 


























MododeSPE 

Fase extratora 

Substantia 

analisada 

Amostra 

Recuperacao (%) 

Tecnica analitica 

Referenda 

Coluna 

CX 

Imatinibe 

Plasma 

80 a 120 

CL-EM/EM 

7 


AX 

Etil glicurom'dio, 

etil sulfato e 

esteres de acidos 

graxos 

Meconio 

51,2 a 96,5 

CL-EM/EM 

8 


Fase reversa 

Salvinorina A 

Humor vi'treo, 
fluido pericardial, 
plasma esangue 

total 

80 a 106 

CG-EM 

9 


Fase reversa 

Cocaina, morfina, 
metadona, entre 

outras 

Humor vi'treo 

66 a 97 

CLAE-DAD 

10 


CX 

28 catinonas 

sinteticas 

Urina 

78,9 a 116,7 

CL-EM/EM 

11 


Fase reversa 

Aflatoxina Ml 

Leite e leite em po 

85,4 a 96,9 

CLAE-DF 

12 


Fase reversa 

Digoxina e 
metildigoxina 

Sangue total 

83 a 100 

CL-EM/EM 

13 


Fase reversa/CX 

31 substancias 

sinteticas 

(anfetaminicos, 
triptaminas e 
piperazinas) 

Soro 

72 a 90 

CL-EM/EM 

14 


MISPE 

Dietil tiofosfato e 

dietil ditiofosfato 

(metabolitos de 
organofosforados) 

Urina 

29,4 a 32,3 

CG-EM 

27 


MISPE 

LSD 

Urina ecabelo 

83 

CL-EM/EM 

28 


MISPE/QuEChERS 

11 bifenilas 

polidoradas 

Agua 

95 a 109 

CG-EM/EM 

19 


MISPE/QuEChERS 

13farmacose 

substancias 

psicoativas 

Sangue total 

59 a 93 

CG-EM eCL-EM 

20 

MEPS 

Fase reversa/CX 

7 antipsicoticos 

Plasma 

62 a 92 

CG-EM/EM 

29 


Fase reversa 

Cidosporina, 
everolimo, sirolimo 

etacrolimo 

Sangue total 

90 a 97 

CL-EM/EM 

30 


Fase reversa 

Risperidona e 9- 

Plasma, urina e 

90 a 92 

CLAE-UV 

31 




hidroxirisperidona 

saliva 





Fase reversa/CX 

Sertralina, 

mirtazapina, 

fluoxetina, 

citaloprame 

paroxetina 

Plasma 

84 a 97 

CLAE-UV 

32 

On-line 

Fase reversa 

Barbituricos 

Plasma 

80 a 93 

CL-EM/EM 

23 


Fase reversa 

THCCOOH 

Urina 

87,9 a 111,7 

CL-EM/EM 

24 


CX 

42 substancias 

(farmacos e 

substancias 

psicoativas) 

Urina 

93,8 (media) 

CL-EM/EM 

25 


Fase reversa 

1-hidroxipireno 

Urina 

96 

CLAE-DF 

26 


CX: troca cationica; AX: troca anionica; CL-EM/EM: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial; CG-EM: 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas; CLAE-DAD: cromatografia liquida de alta eficiencia com detecgao por arranjo de 
diodos; CLAE-DF: cromatografia liquida de alta eficiencia com detecgao por fluorescencia; MISPE: molecularly imprinted polymer-solid 
phase exti'action; MEPS: microextraction by packed sorbent, CG-EM/EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas 
sequencial; CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiencia com detecgao por absorgao no ultravioleta; THCCOOH: acido ll-nor-9- 
tetraidrocanabinol-9-carboxilico; LSD: dietilaiuida do acido lisergico; QuEChERS: Quick, Easy Cheap, Effective, Rugged, Safe ; CL-EM: 
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. 
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Capitulo 18 

Microextragao em Fase Solida 


Flavia Valladao Thiesen 


Introdu^ao 

E pouco comum proceder a analise direta de amostras, pois, em geral, apenas algumas substancias da matriz em 
questao sao objetos da analise, sendo necessario isola-las. Este e o caso de analises realizadas em fluidos 
biologicos, amostras ambientais e alimentos, as quais sao misturas bastante complexas. Some-se a isso o fato de os 
analitos, muitas vezes, estarem presentes em concentragoes de trago. Desse modo, e necessario realizar um pre- 
tratamento da amostra, durante o qual e realizada a extragao dos analitos de interesse e retirada dos interferentes, 
sendo esta uma das etapas mais importantes ao definir o metodo de analise a ser empregado. 

A microextragao em fase solida (SMPE, solid phase microextration ) e uma das tecnicas para preparo de 
amostras mais eficiente, alem de poder ser utilizada como metodo de amostragem e de introdugao em equipamentos 
como o cromatografo a gas (CG). 1 ’A SPME foi introduzida como uma tecnica de preparagao de amostras em 
1990, 4 e, a epoca, seu principal diferencial foi o fato de ser uma tecnica livre do uso de solventes. Inicialmente, foi 
indicada para extragao de compostos organicos volateis; no entanto, diversas outras aplicagoes surgiram desde 
entao. O primeiro dispositivo comercial para realizagao de SPME surgiu em 1993 e, atualmente, existem centenas 
de aplicagoes para esta tecnica; nos dias atuais, e empregada em amostras gasosas, aquosas e soli das. 

A SPME apresenta diversas vantagens. O processo e simples, de baixo custo, versatil e mais rapido que aqueles 
que utilizam extragao liquido-liquido ou extragao em fase solida, possibilitando a detecgao de diversas substancias e 
podendo ser aplicada em campo, pois seu tamanho e reduzido e o equilibrio entre as fases e alcangado rapidamente. 
Alem disso, os extratos resultantes contem menos impurezas e apenas uma pequena quantidade de amostra e 
necessaria. Ainda, a analise por SPME e considerada uma tecnica de extragao nao exaustiva, uma vez que apenas 
uma pequena parte do analito-alvo e removida da matriz, nao esgotando a amostra e causando alteragoes minimas 
no sistema em analise. O fato de essa tecnica nao utilizar solventes tern sido cada vez mais valorizado, sendo 
considerada uma “tecnologia verde”, pois a quantidade de residuos produzidos e reduzida, bem como a exposigao 
dos analistas a solventes e a necessidade de armazenamento de produtos quimicos. Uma vantagem da SPME em 
relagao a extragao liquido-liquido e que, quando acoplada a cromatografia gasosa, nao ha pico de solvente nos 
cromatogramas. Com relagao aos resultados cromatograficos, picos bem-definidos sao obtidos e a sensibilidade do 
metodo pode atingir partes por trilhao, dependendo do detector empregado. Seus limites de detecgao e intervalos 
lineares sao facilmente comparaveis com outras tecnicas e, em muitos casos, superiores. 1 ° 1 11 

O uso de equipamentos com automagao para SPME amplia suas vantagens e aplicagoes. Empregando um 
amostrador automatico para SPME, todo o processo (adsorgao/absorgao dos analitos e dessorgao termica) e 
realizado on-line, de maneira independente do operador, trazendo vantagens para servigos de grande demanda, como 
laboratories clinicos e hospitalares. 111112 

As desvantagens da SPME sao: a sorgao na fase solida varia muito em fungao do composto a ser analisado, 
resultando algumas vezes em recuperagao muito baixa; 9 frequentemente, apenas uma pequena fragao dos analitos e 




extraida pela fibra, e a quantificagao depende de que seja retida uma fragao exata, precisa e conliecida de cada 
analito. Isso significa que uma alteragao na matriz (ou qualquer outra variavel que interfira no equilibrio entre as 
fases) pode afetar os resultados quantitativos. 

Instrumento para realiza^ao do procedimento 

O instrumento para realizagao de SPME e utilizado para extrair um ou mais compostos de amostras ou do 
headspace presente em frascos selados, e e constituido, basicamente, de uma seringa modificada. 9 Esta e composta 
por uma fibra de silica fundida ou ago, recoberta por um filme fino de fase estacionaria, geralmente com 1 cm de 
comprimento e 100 pm de diametro. Essa fibra e fixada a um pequeno tubo de ago inoxidavel que corre pelo 
interior da agulha da seringa. A agulha e empregada para perfurar o septo do frasco contendo a amostra ou o septo 
do injetor, e e fixada a um holder, que possibilita ajustar a distancia que a agulha ira penetrar no frasco contendo a 
amostra ou no injetor do cromatografo. O movimento do embolo e empregado para retirar a fibra do interior da 
agulha e pode ser limitado por um pequeno movimento de rotagao que trava o embolo na porgao intermediaria da 
guia em formato de “Z”. Para protegao da cobertura da fibra durante o armazenamento e perfuragao do septo ou 
injegao, a fibra e mantida no interior da agulha, com a rosea na posigao superior da guia. Durante extragao ou 
dessorgao, a fibra e exposta pressionando o embolo, o qual pode ser travado na posigao intermediaria da guia, 
girando-o no sentido horario. O embolo somente e colocado em sua posigao inferior da guia para troca da fibra 
(Figura 18.1). 410 

Descrigao do procedimento 

A extragao por SPME e constituida basicamente de duas fases (Figura 18.2). Na primeira etapa, quando ocorre a 
extragao, a fibra de SPME e inicialmente mantida no interior da agulha, que a protege no momenta em que o septo 
do frasco contendo a amostra e perfurado. Apos o septo ser perfurado, o embolo do instrumento e pressionado para 
expor a fibra a amostra ou seu headspace por tempo suficiente para os analitos serem adsorvidos ou absorvidos a 
fibra, dependendo da natureza da cobertura, apos um processo de partigao entre as duas fases. A fibra e recolhida 
novamente para o interior da agulha, que e retirada do frasco que contem a amostra. 410 

Em uma segunda etapa, a fibra, mantida no interior da agulha, e transferida para o injetor de um instrumento; em 
geral, um cromatografo a gas ou cromatografo a liquido. A seguir, a fibra e exposta para que ocorra a dessorgao dos 
analitos. A analise cromatografica subsequente possibilita que os analitos presentes no extrato sejam separados, 
identificados e quantificados. 10 E possivel utilizar outras tecnicas de separagao associadas a SPME, tais como 
eletroforese capilar e cromatografia de fluido supercritico. u ' 

Em sintese, o conjunto de procedimentos que constituem a SPME resulta em uma integragao das primeiras 
etapas de um processo analitico: amostragem, preparo da amostra e introdugao do extrato no instrumento de 
analise. 4 

Tecnicas de amostragem 

A amostragem por SPME pode ser realizada por extragao direta, extragao de headspace ou extragao com protegao 
por membrana. 4 
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Figura 18.1 Desenho esquematico de instrumento para realizagao de microextragao em fase solida. 

Na extragao direta, a fibra recoberta e inserida na amostra e os analitos sao transportados diretamente da amostra 
para a fase de extragao (cobertura da fibra). Para facilitar a extragao, a agitagao da amostra e necessaria para 
transportar o total dos analitos do interior da amostra para as proximidades da fibra. 4 

No modo de headspace, os analitos sao extraidos da fase gasosa e devem estar em equilibrio com os analitos da 
amostra. Apesar de, originalmente, ser desenvolvida para realizar extragao de liquidos, a SPME muitas vezes e 
mais efetiva quando a amostragem e do headspace. Amostrar o headspace consiste em retirar amostra de ar do 
espago sobre a amostra contida em um recipiente lacrado. No caso de SPME de headspace, um frasco contendo a 
amostra e uma barra magnetica e lacrado com um septo de silicone e, a seguir, aquecido sob agitagao em um 
aquecedor contendo blocos de aluminio. Apos algum tempo de aquecimento, quando as duas fases entrain em 
equilibrio, a agulha do SPME perfura o septo e a fibra e exposta ao headspace por tempo suficiente para tornar 
possivel a adsorgao do composto a ser analisado. A fibra e recolhida para o interior da agulha, e esta e retirada do 
frasco e injetada em um cromatografo de modo semelhante a SPME por imersao na amostra. 4 

Na tecnica de headspace, o analito e necessariamente mais volatil que a matriz, podendo ser determinado sem a 
interference dos outros componentes da amostra, uma vez que apenas o vapor desprendido da amostra e 
analisado. 16 A principal caracteristica dessa tecnica e a possibilidade da detenninagao de compostos volateis de 
maneira direta. Alem disso, a SPME de headspace e mais rapida, uma vez que o tempo para alcangar o equilibrio e 
menor comparado a extragao direta na fase liquida. Resulta tambem em maior recuperagao, pois os coeficientes de 
partigao fibra/ar costumam ser bastante grandes e ha redugao de contaminagao da fibra, uma vez que esta nao entra 
em contato direto com o liquido. Assim, o uso de headspace pode evitar um dos maiores problemas da imersao 
direta da SPME, pois, quando imersa, se a amostra estiver suja, a cobertura da fibra podera ser obstruida por 
particulas contidas na matriz. 10 A SPME de headspace e empregada sempre que possivel para evitar a exposigao da 
fibra a matrizes como urina e sangue, e assim aumentar sua vida util - apesar de as fibras serem comprovadamente 
robustas para imersao direta tambem. '' Adicionalmente, essa analise evita a contaminagao da coluna cromatografica 
por residuos nao volateis e produz um cromatograma com poucos interferentes. 16-17 
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A principal razao do uso dessa tecnica e proteger a fibra dos efeitos adversos causados por substancias nao 
volateis e de alto peso molecular presentes na matriz da amostra; no entanto, o modo de headspace tambem 
possibilita modificapoes na matriz, como ajuste de pH, sem afetar a fibra. 

Em um sistema que consiste em uma amostra liquida e seu headspace, a quantidade de analito extraida pela fibra 
nao depende do fato de a fibra estar localizada na fase liquida ou gasosa. Assim, a sensibilidade da amostragem por 
headspace e a mesma da amostragem direta, desde que os volumes das duas fases sejam iguais em ambos os 
modos de amostragem. Quando a fibra esta no headspace, os analitos sao removidos primeiro do headspace e, a 
seguir, ocorre extrapao indireta da matriz. No caso de analitos volateis e nao polares, a extrapao ocorre mais 
rapidamente que no caso de analitos semivolateis ou polares, uma vez que sua migrapao para a fase gasosa ocorre 
mais rapidamente. 

Na extrapao com membrana de protepao, a fibra e separada da amostra com uma membrana seletiva, que 
possibilita que os analitos a atravessem e bloqueia os interferentes. Sua principal utilidade e proteger a fibra de 
efeitos adversos causados por compostos de alto peso molecular quando amostras muito complexas sao analisadas. 
Em comparapao com a analise de headspace, a SPME com membrana torna possivel a analise de compostos menos 
volateis. Esse processo e mais lento que a extrapao direta e, para min imi z ar o problema, e recomendado usar 
membranas finas e aumentar a temperatura de extrapao, o que possibilita reduzir a durapao do processo. 41814 

Em sintese, a analise direta e mais indicada para analitos de volatilidade de baixa a media e matrizes simples, de 
preferencia. A analise de headspace e recomendada para compostos de media a alta volatilidade presentes em 
matrizes liquidas, incluindo as mais complexas; o uso de extrapao com membrana de protepao e indicado para 
analise de compostos de baixa volatilidade em amostras complexas. 18 

Interface da microextra^ao com equipamentos anah'ticos 

Mais de duas decadas se passaram desde a invenpao da SPME. A partir de entao, foram construidos novos 
instrumentos e sistemas para automapao para analise por SPME, alem de serem descobertas fibras mais robustas e 
novos tipos de fases estacionarias. Apesar de a SPME estar mais associada a CG, ha um numero crescente de 
novas aplicapoes, grapas a possibilidade de fazer interface tambem com tecnicas como cromatografia liquida de alta 
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Figura 18.2 Etapas da microextrapao em fase solida. 
















eficiencia (CLAE) e eletroforese capilar (EC). 212 Muitos dos metodos cromatograficos ainda sao associados a 
espectrometria de massas. 13 ' 20 ' 21 

No caso de injegao manual por CG, a fibra e exposta ao calor do injetor, o que provoca a dessorgao termica dos 
analitos. 10 Nessas condigoes, a dessorgao e muito rapida, nao apenas pelo fato de a cobertura da fibra ser fina, mas 
tambem porque as altas temperaturas do injetor produzem uma diminuigao na constante de distribuigao 
cobertura/gas e um aumento nos coeficientes de difusao. 22 ’ 23 A temperatura de dessorgao deve ser a mais alta 
possivel para que ocorra uma rapida transferencia dos analitos. No entanto, deve ser observada a estabilidade dos 
analitos e da cobertura da fibra. A introdugao da amostra no cromatografo a gas e realizada no modo splitless e, 
apos a dessorgao dos analitos-alvo, a fibra e mantida no injetor no modo split por um periodo adicional. 18 A 
eficiencia da transferencia da amostra pode ser afetada pela area transversal entre o diametro externo da coluna e o 
liner, o fluxo do gas de arraste e o comprimento da coluna dentro do liner?' 

Apesar de, inicialmente, ter sido projetada para ser associada a cromatografia gasosa, em 1995, foi acoplada a 
CLAE pela primeira vez. 24 Para isso foi projetada uma interface para a fibra utilizando uma camara de dessorgao 
incorporada ao CLAE. Essa camara e colocada onde normalmente esta o loop da valvula de injegao. Quando o 
injetor e posicionado em “carregar”, a camara de dessorgao esta em pressao ambiente e a fibra pode ser inserida; 
quando o injetor e movido para a posigao “injetar”, a fase movel e bombeada ao longo da fibra e, em seguida, para a 
coluna analitica. 

A principal diferenga entre a SPME acoplada a CG e a CLAE e o procedimento de dessorgao. Nas analises por 
cromatografia gasosa, as altas temperaturas geralmente empregadas na dessorgao termica de fibras de SPME podem 
provocar problemas (p. ex., degradagao do polimero da cobertura). Consequentemente, em diversos casos, a 
dessorgao com solventes empregada na CLAE e a melhor alternativa. Incrementando uma maneira de controlar a 
temperatura do processo de dessorgao na interface entre SPME-CLAE, e possivel aumentar a taxa de dessorgao, 
uma vez que a viscosidade e reduzida e as taxas de difusao sao aumentadas em temperaturas mais elevadas; o que, 
entao, aumenta a transferencia de massas entre as fases estacionaria e movel. 25 Contudo, seu uso tambem e limitado 
pela estabilidade termica dos analitos. 18 

O uso de automagao possibilita realizar todos os passos da SPME (incubagao da amostra, limpeza da fibra, 
controle da temperatura, tempo de extragao e de dessorgao) por meio de um sistema operado por computador. O 
processo de injegao no cromatografo gasoso pode ser automatizado utilizando um amostrador automatico acoplado a 
uma seringa modificada, com agitagao da amostra e controle de temperatura. 

Inicialmente, a analise por SPME acoplada a CLAE com automagao foi possivel por meio do desenvoivimento 
de SPME in-tube. Nesse metodo, uma porgao de coluna capilar de silica fundida para cromatografia gasosa e 
colocada entre a agulha de um amostrador automatico para CLAE e a valvula de injegao. Os componentes da 
amostra sao, em seguida, extraidos pela fibra contida na superficie interna da coluna capilar e, depois que a extragao 
estiver completa, os analitos sao dessorvidos utilizando uma pequena quantidade de um solvente ou de fase 
movel. 2 Para a extragao, a amostra e aspirada e retirada da coluna diversas vezes, preferencialmente ate alcangar o 
equilibrio. Na CLAE, a coluna escolhida para ser colocada entre o amostrador e a valvula de injegao deve ter 
cobertura semelhante a das fibras de SPME disponiveis. Uma diferenga significativa entre a SPME in-tube e a 
manual e o desacoplamento da dessorgao e injegao, que somente e possivel com o metodo in-tube. Com a injegao 
manual, os analitos sao dessorvidos durante a injegao, a medida que a fase movel passa pela fibra. Com o uso de 
SPME in-tube, os analitos sao dessorvidos antes da injegao, evitando o alargamento dos picos, que e comum na 
injegao manual, quando os analitos sao dessorvidos lentamente da fibra. Isso proporciona maior exatidao, precisao 
e sensibilidade. 2 '’ Opta-se por utilizar a fase movel para realizar a dessorgao quando seu emprego torna possivel 
retirar os analitos da coluna capilar em quantidade suficiente. Com isso, elimina-se o pico de solvente, que seria 
detectado no cromatograma caso tivesse sido empregado solvente para realizar a dessorgao. No entanto, apesar de a 
SPME in-tube proporcionar um alto grau de automagao, ela apresenta baixo rendimento e e limitada devido a 
necessidade de pre-tratamento da amostra antes de introduzi-la na coluna capilar. Essa limitagao foi transposta pela 
aplicagao de sistemas roboticos aos amostradores (Combi-PAL®, CTC Analytics®; MPS®, GerstelAnalytics®; 
TriPlus RSH®, Thermo Fisher Scientific®; Concept 96®, PAS Technology®), nos quais as amostras sao 
colocadas em bandejas que acomodam recipientes de tamanhos diversos. As vantagens da automagao sao as 
seguintes: redugao do tempo de analise, aumento da precisao e melhoria na repetitividade da extragao. 2 4 8 



Fatores que interferem na otimizagao do procedimento 

A quantidade de analito extraido na fibra e linearmente proporcional a sua concentragao inicial na amostra. 2 Por 
isso, e necessario ter atengao as diversas condigoes experimentais, a fim de obter resultados confiaveis por SPME. 
Nesse sentido, os seguintes fatores devem ser controlados para assegurar uma boa reprodutibilidade das analises 
realizadas por SPME: 4,510 ’ 27 

• Condigoes fisicas da cobertura da fibra (rachaduras, envelhecimento, adsorgao de analitos de alto peso 
molecular) 

• Umidade na agulha 

• Componentes da amostra (sais, material organico etc.) 

• Volume e formato do frasco que contem amostra 

• Intervalo entre extragao e analise 

• Perda de analitos (adsorgao na vidraria, absorgao no septo etc.) 

• Posicionamento da fibra durante injegao 

• Condigoes do injetor. 

O sucesso na extragao de analitos presentes em amostras biologicas e em outras matrizes apresenta muitos 
desafios, e diversos parametros experimentais precisam ser definidos durante o desenvolvimento de um metodo, 
pois podem causar interference. Mesmo assim, e possivel que haja boa precisao e quantificagao quando a analise 
por SPME e cuidadosamente realizada. 1(1 Serao discutidos, a seguir, alguns dos principais parametros experimentais 
que devem ser definidos durante a otimizagao de um metodo de analise por SPME. 

■ Material de cobertura 

Em SPME, a cobertura da fibra e o fator determinante da seletividade e eficiencia da extragao, e a natureza 
quimica do analito-alvo determina o tipo de cobertura a ser usada. 4 A seletividade da fibra pode ser aumentada por 
meio da escolha de uma cobertura com estrutura quimica parecida com a do analito. Essa escolha deve ter como 
base, inicialmente, a polaridade e a volatilidade do analito.'' 1 " 

Uma variedade de polimeros tern sido empregada na SPME e ha diversas fibras disponiveis comercialmente. 
Polimeros de dimetilsiloxano (PDMS), acrilatos diversos, divinilbenzeno (DVB), carbowax e copolimeros de DMS 
e DVB sao amplamente empregados, alem de uma combinagao de dois ou tres desses componentes, tais como 
carboxen®/PDMS, PDMS/DVB, DVB/carboxen®/PDMS e carbopack Z®/PDMS.' Polidimetilsiloxano e o 
material mais util e deve ser o primeiro a ser considerado ao fazer a escolha do material de cobertura. E resistente 
ate 300°C, sendo indicado em razao das altas temperaturas as quais as fibras sao submetidas no injetor. Alem 
disso, e uma fase liquida nao polar e, por isso, extrai muito bem analitos nao polares. No entanto, tambem pode ser 
utilizado com sucesso com compostos mais polares, particularmente apos otimizagao das condigoes de extragao. 4 " 
Uma das fragilidades da SPME e que as fibras disponiveis comercialmente abrangem um pequeno intervalo de 
polaridade, resultando em baixa seletividade e pequeno poder de extragao. A necessidade de extragao simultanea de 
analitos dentro de um amplo intervalo de polaridade em uma mesma amostra induz ao desenvolvimento de novas 
coberturas que possibilitem a extragao de modo eficiente de grupos polares e nao polares em uma mesma analise. 2 
Para contornar essa dificuldade, novos materiais, tais como polimeros marcados por moleculas (MIP, molecular 
imprinted polymers ), foram sintetizados e vein sendo usados como coberturas. 2 " De modo geral, os MIP sao 
obtidos por meio de polimerizagao de radicais vinila ou acrila na presenga de moleculas empregadas como modelo, 
e podem reconhecer marcas especificas dessas moleculas e seus analogos estruturais. Os MIP sao empregados em 
SPME para adsorver uma ampla gama de analitos em meios diversos e com composigao complexa. No caso de 
compostos ionicos, e possivel empregar uma microextragao em fase solida controlada eletroquimicamente (EC- 
SMPE) associada a MIP para melhorar sua eficiencia. 8 28 

O grafeno tern sido empregado em cobertura em SPME em decorrencia de sua ampla area superficial, alta 
estabilidade termica e extraordinaria forga e elasticidade. Alem disso, apresenta grande afinidade por analitos com 
estruturas aromaticas, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e derivados do benzeno. 6,8 

O surgimento de coberturas biocompativeis expandiu o numero de compostos extraiveis, incluindo os compostos 




semivolateis e nao volateis. Uma cobertura biocompativel nao causa reagoes toxicas ao sistema estudado e nao 
permite a adesao de macromoleculas (como proteinas e fosfolipidios) a sua superficie, possibilitando a extragao de 
pequenas moleculas por imersao direta, mesmo no caso de matrizes complexas. 12 Para ampliar a biocompatibilidade 
da cobertura e minimizar a ligagao de proteinas plasmaticas a sua superficie, apos a deposigao da cobertura, pode 
ser acrescida uma camada muito fina de compostos, tais como poliacrilonitrila em dimetilformamida, 
polietilenoglicol ou polipirrol. O uso de coberturas biocompativeis, alem de possibilitar a extragao direta dos 
analitos da matriz, torna possivel sua aplicagao in vivo. 29 

Ha um aumento crescente na preparagao de fibras sob medida, com o objetivo de ampliar a seletividade de 
determinados processos. 1 Diversos metodos para depositar as coberturas nas fibras tern sido utilizados para 
preparar fibras em escala laboratorial; dentre eles, os metodos de nebulizagao, mergulho e pintura. 2 A tecnica de 
mergulho consiste em colocar a fibra em uma solugao concentrada do polimero preparado em um solvente organico. 
Apos remover a fibra da solugao de cobertura, o solvente e evaporado por secagem. Em outro metodo, emprega-se 
uma porgao de membrana de fibra oca feita do polimero desejado. A membrana e mergulhada no solvente organico 
apropriado e, a seguir, a membrana resultante expandida e colocada na extremidade da fibra, e o solvente e 
evaporado. 111 De acordo com Mimaghi et al. (2013),"° o metodo de nebulizagao resulta em melhor estabilidade 
fisica e quimica e maiores condigoes de reutilizagao. Recentemente, Fan et al. (2013) 6 introduziram a fabricagao de 
fibras de grafeno por um metodo hidrotermico de etapa unica, a fim de reduzir a variagao da espessura das 
coberturas entre as fibras, acelerar o processo de produgao e reduzir seu custo, bem como ampliar suas vidas uteis/’ 

Ha uma diferenga substancial entre coberturas liquidas e solidas. No caso de coberturas liquidas, as moleculas 
extraidas sao solvatadas pelas moleculas do material de cobertura. Se a espessura da cobertura for pequena, os 
coeficientes de difusao possibilitam que as moleculas penetrem por todo o volume da cobertura liquida em um 
intervalo razoavel de tempo. No caso de coberturas solidas, se sua estrutura cristalina for densa, o coeficiente de 
difusao nessa estrutura sera reduzido. Alem disso, a extragao estara limitada pela extensao de area disponivel para 
adsorver os analitos. No caso de superficies solidas, devem ser empregadas coberturas de maior porosidade para 
obter maior eficiencia, que sao caracterizadas por maiores constantes de distribuigao. 1122 

A geometria da fma camada da cobertura arnplia a recuperagao da extragao e a sensibilidade; reduz o tempo; 
melhora a transferencia de massa e a cinetica, por meio de um aumento na area de superficie disponivel para esta 
fase. 2 Quanto a escolha da espessura do material de cobertura, uma mais espessa ira reter mais analito-alvo, 
aumentando a sensibilidade do metodo. No entanto, ao empregar uma cobertura mais final, e possivel alcangar mais 
rapidamente o equilibrio com a amostra. Como regra geral, deve ser usada uma cobertura mais fina para acelerar o 
processo de amostragem, desde que oferega a sensibilidade necessaria. O uso de uma cobertura com maior area de 
superficie e o menor volume de amostra possivel proporciona uma analise quantitativa mais rapida. 4 ' 5,10,11,30 Como 
o volume da fase de extragao e o formato da fibra nao interferem na recuperagao, que depende da constante de 
distribuigao, a microextragao em filme delgado (TFME, thin film ) foi introduzida como uma nova configuragao da 
SPME, resultando em aumento do volume da fase extrativa e, consequentemente, incrementando a recuperagao 
absoluta e a sensibilidade da SPME. 30 

Em sintese, e desejavel que as fibras apresentem alta capacidade de extrair os analitos em um arnplo intervalo de 
polaridade; alta estabilidade e capacidade de serem reutilizadas; biocompatibilidade aperfeigoada; maior 
sensibilidade em decorrencia da geometria da fina camada formada e sejam aplicaveis a um sistema de automagao. 2 

■ Salting-out 

A adigao de um sal inorganico (como cloreto de sodio ou sulfato de sodio) a uma amostra aquosa aumenta o 
equilibrio de partigao, de modo que seja extraida maior quantidade dos analitos, aumentando a sensibilidade do 
metodo. Assim, o conteudo de sal afeta a recuperagao da extragao, e a quantidade a ser empregada deve ser 
estabelecida durante o desenvolvimento do metodo analitico. 5,10 

No entanto, esse efeito nao tern as mesmas vantagens na SPME de imersao. Por exemplo, na analise de 
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, que sao apolares, a adigao de sal a uma amostra aquosa pode bloquear a 
fibra e danifica-la, em vez de aumentar a eficiencia da extragao. Desse modo, nao e recomendada a adigao de sal 
para a analise de compostos organicos apolares ou fracamente polares por SPME por imersao. 


■ pH 

Na SPME, assim como ocorre com qualquer outro metodo de extragao, o pH da amostra pode ser ajustado para 
proporcionar melhor seletividade. Como o material de cobertura e neutro, o pH deve ser ajustado para que o analito 
de interesse tambem seja neutro. Em resumo, a SPME extrai apenas compostos na forma molecular; Ions 
geralmente nao sao extraldos. Logo, uma amostra com pH acido resulta em um amplo aumento na extragao de 
fenois, por exemplo, que contem um pKa relativamente baixo e a recuperagao de substancias de carater basico e 
maior em pH alcalino. 5,10 

■ Derivatizagao 

Muitos compostos de interesse nao sao volateis, sao polares ou estao altamente ligados a matriz. Nesse contexto, 
compostos organicos polares representam um duplo desafio, pois geralmente sao pouco extraidos e, apos 
dessorgao, podem ser dificeis de separar por cromatografia. 4 Nesses casos, submeter os analitos a derivatizagao e 
um meio de reduzir sua polaridade e, assim, ampliar o coeficiente de partigao da fase de extragao/agua, tomando-os 
passiveis de dessorgao termica e analise por cromatografia gasosa. Isso amplia a sensibilidade e a seletividade, 
tanto da extragao quanto da detecgao. 41 

O potencial de empregar a derivatizagao para ampliar as aplicagoes da SPME em analises toxicologicas e amplo. 
A derivatizagao pode ser realizada adicionando-se os reagentes diretamente a amostra ou acrescentando-os a 
cobertura da fibra de SPME." 1 Pode ser realizada tambem apos a extragao, expondo a fibra aos agentes 
derivatizantes ou realizando a derivatizagao no interior do injetor do CG. No entanto, a realizagao de uma etapa de 
derivatizagao torna o procedimento de SPME mais complexo, alem de aumentar o custo e a exposigao do analista a 
produtos quimicos e, eventualmente, produzir compostos instaveis; por isso, sua implantagao deve ser considerada 
apenas quando houver necessidade. Alem disso, as vantagens da SPME, tais como simplicidade, rapidez e 
eliminagao do uso de solventes, sao reduzidas ao realizar a derivatizagao. '' 4 

■ Aquecimento da amostra 

Aquecer a amostra resulta em maior velocidade da taxa de difusao dos analitos para a superficie recoberta. Isso 
pode resultar em uma redugao significativa no tempo necessario para o equilibrio entre as fases e em aumento no 
rendimento da extragao. A temperatura e, em especial, o controle de temperatura sao muito importantes na analise 
de ar e de headspace . 51018 

■ Metodo de agitagao 

No caso de amostras aquosas, costuma ser necessario realizar agitagao para facilitar o transporte entre a amostra 
e a fibra. 410 E importante uma agitagao eficiente de uma amostra liquida para provocar uma convecgao forgada dos 
analitos para a cobertura da fibra; uma vez que, de outro modo, a taxa de transference dos analitos para a fibra e 
bem mais lenta e o tempo para alcangar o equilibrio e maior. 2 ’ 2 Desse modo, a efetividade do processo de agitagao 
determina o tempo necessario para alcangar o equilibrio em amostras aquosas. 14 

Agitagao magnetica e, provavelmente, o metodo mais conveniente para agitagao de amostras liquidas de pequeno 
volume e tambem o mais empregado em SPME. No entanto, e necessario ter cuidado para assegurar que a 
velocidade de rotagao da barra de agitagao seja constante, e que a base da placa nao altere a temperatura da amostra 
durante a agitagao. 44 s E possivel utilizar outros metodos, tais como sonicagao, agitagao com vortex e vibragao da 
agulha. 210 A tecnica com vibragao da agulha produz vibragao da fibra e do frasco e fornece uma boa agitagao; no 
entanto, bons resultados sao limitados a frascos pequenos e ao modo de extragao direta. Essa tecnica tern como 
vantagem reduzir a manipulagao das amostras, uma vez que nao sao introduzidos agitadores magneticos. 4 

Os tempos de equilibrio necessarios para amostras gasosas sao menores, uma vez que a taxa de difusao e mais 
rapida, tomando, muitas vezes, desnecessaria a agitagao dessas amostras. De modo semelhante, quando os analitos 
apresentam ampla constante de distribuigao ar/agua e sao determinados em amostras de agua por analise de 
headspace, o tempo para o equilibrio ser alcangado e limitado apenas pela taxa de difusao dos analitos para a fibra. 
Quando as fases aquosas e gasosas estao em equilibrio antes do inicio do processo de amostragem, a maior parte 
dos analitos esta no headspace. Como resultado, o tempo necessario para a extragao e menor, mesmo quando nao e 
utilizada agitagao. No entanto, a agitagao facilita o equilibrio entre o headspace e a fase aquosa durante a 


amostragem. 


4,10,18 


■ Volume da amostra 

A SPME e um processo de equilibrio entre sistemas multifasicos e, por isso, a escolha do volume da amostra 
deve considerar a distribuigao do analito entre as diversas fases. Desse modo, deve ser considerada a constante de 
distribuigao entre a cobertura e a amostra e, no caso de amostras com headspace, tambem a constante de 
distribuigao entre o headspace e a amostra . 18 

O volume da fase gasosa deve ser o menor posslvel para aumentar a sensibilidade da extragao de headspace. 
Compostos muito volateis serao acumulados no headspace, resultando em perda substancial de sensibilidade 
quando esse volume for muito grande . 1 

■ Metodo de extragao 

A selegao do metodo de extragao tern como base a composigao da matriz da amostra, a volatilidade do analito e 
sua afinidade pela matriz. Para amostras mais simples, e possivel utilizar tanto a tomada de amostra por headspace 
quanto por imersao. No entanto, para amostras mais sujas, o headspace ou o uso de membranas e mais apropriado. 
SPME de headspace e frequentemente a tecnica de escolha caso os analitos sejam volateis ou possam volatilizar 
quando submetidos a aquecimento moderado da amostra. - ' Contudo, as aplicagoes do headspace podem ser 
ampliadas para compostos semivolateis e analitos fortemente ligados a matriz, por meio do aumento da temperatura 
de extragao . 4 

■ Duracao da extragao 

A extragao em SPME pode ser realizada tanto em condigoes em que o analito chega a um estado de equilibrio 
entre a amostra e a fibra, quanto em condigoes de pre-equilibrio, nas quais existe uma relagao proporcional entre o 
analito adsorvido e sua concentragao inicial . 111 O uso de condigoes de pre-equilibrio se destina basicamente a 
amostragens in vivo, que exigem um pequeno tempo de extragao , 12 e a sistemas com compostos muito labeis, 
presentes tanto em analises ambientais quanto em analises in vivo . 33 

No caso de amostras em condigoes de equilibrio, a fibra e exposta a matriz ate que o equilibrio de partigao entre a 
matriz e o material de cobertura da fibra seja alcangado. O tempo de equilibrio e definido como o periodo apos o 
qual a quantidade de analito extraida permanece constante . 4 

Quando o tempo para alcangar o equilibrio e muito longo, a amostragem pode ser realizada por um periodo 
predeterminado, em condigoes de pre-equilibrio. No entanto, nesses casos, o tempo de extragao e as condigoes de 
transferencia de massa devem ser bem controlados para assegurar uma boa precisao . 4 Quando a extragao nao ocorre 
em condigoes de equilibrio, pequenas mudangas no tempo de extragao podem causar diferengas significativas na 
quantidade acumulada. 

■ Posigao da fibra 

E importante que a posigao da fibra no frasco seja mantida constante e preferencialmente proxima a posigao 
otima, que e aproximadamente metade da distancia entre o centro do frasco e o final da barra de agitagao magnetica. 
Alteragoes na posigao da fibra podem afetar a fragao extraida de um analito e assim resultar em erro na 
quantificagao . 10 

■ Condigoes de dessorgao 

A dessorgao na SPME e um processo lento, apesar de poder ser tornado mais rapido com a utilizagao de fibras 
de menor espessura. Dessorgao eficiente e transferencia rapida dos analitos do injetor para a coluna exigem fluxos 
lineares do gas de arraste ao redor da fibra, no caso de analise por cromatografia gasosa. Isso pode ser obtido 
reduzindo o diametro interno do liner . 5 Com essa finalidade, acessorios especificos para SPME sao comercialmente 
disponiveis ; 4 alem disso, a eficiencia da transferencia da amostra sera maior se o fluxo da coluna for maior, bem 
como o comprimento da coluna no interior do liner . 23 

Para a SPME acoplada a CLAE, a selegao do solvente apropriado e seu fluxo determinam o processo de 
dessorgao. A taxa de fluxo linear deve ser maximizada por meio da escolha de uma coluna de pequeno diametro 


interno, no caso da CLAE com automagao. A principal desvantagem desse metodo e a possibilidade de 
contain inagao de uma amostra para a outra, que esta relacionada principalmente com as condigoes de dessorgao. 18 

Aplicagoes e novas perspectivas 

Inicialmente a SPME parecia ser adequada apenas para a extragao de compostos volateis. No entanto, atualmente, 
a SPME e aplicavel a analise de diversos compostos como micropoluentes e praguicidas em agua, sedimentos e 
peixes; substancias psicoativas e farmacos em amostras biologicas como urina, sangue, saliva, cabelo, ar expirado, 
suor e visceras; solventes em amostras de ar; analise de preparagoes farmaceuticas; analise de impurezas em drogas 
de abuso; analise de aditivos em alimentos; estudos metabolomicos, dentre outros. 2,3 ’ 5 ’ 9 ’ 19 ’ 21,26 ’ 27 ’ 34-38 

Apesar de a SPME ser utilizada principalmente em laboratories, pesquisas indicam a possibilidade de emprega- 
la, com adaptagoes, na realizagao de trabalhos de campo, particularmente com aplicagoes clinicas, forenses, 
ambientais e de higiene industrial. No caso de pesquisas de campo, seus principios de operagao sao analogos a 
SPME convencional, mas sao realizadas modificagoes para maior conveniencia em aplicagoes especificas. 1822 

O emprego de SMPE na area de alimentos, apesar de ser considerado um desafio devido a complexidade e a 
heterogeneidade da matriz, e crescente, pois elimina ou minimiza os problemas relacionados com as etapas de 
preparo de amostra, reduz o uso de solventes, o tempo de analise e a quantidade de amostra necessarian 9 

A SPME tern sido empregada para predizer a biodisponibilidade de contaminantes ambientais para organismos 
aquaticos. Os metodos que empregam SPME tern por objetivo reduzir ou eliminar a necessidade de realizar testes 
de bioacumulagao em matrizes ambientais, pois utilizam organismos em culturas, tornando-se caros e demorados. 
O emprego de SPME para avaliar a biodisponibilidade de contaminantes ambientais costuma ser realizado com 
organismos; no entanto, ha um grande potencial para seu uso sem eles. 3 

Tambem e possivel empregar a SPME para determinar a contaminagao de musculos de peixes e outras matrizes 
semissolidas por medicamentos. Nesses casos, e sugerido o uso do metodo de pre-exposigao para obter resultados 
quantitativos confiaveis. ” 

Fibras de SPME podem ser empregadas para medir a biodisponibilidade de contaminantes (p. ex., piretroides, 
bifenilas policloradas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) em sedimentos, e fornecer estimativas das suas 
concentragoes na agua contida nos poros dessas amostras. 37 

A SPME tambem tern demonstrado ser um metodo promissor para estudos farmacocineticos in vivo, em razao de 
sua simplicidade, seu custo, suas dimensoes e pelo fato de causar alteragoes minimas no sistema sob estudo. 29 ’ 40 A 
fibra de SPME pode ser inserida nas veias dos animais de experimentagao, por meio de cateteres ou agulhas 
hipodermicas, por exemplo. Desse modo, ao mesmo tempo que a coleta e realizada, pode ser realizada a extragao de 
metabolites de meia-vida curta, o que possibilita uma completa caracterizagao metabolica. Como o equipamento de 
SPME nao extrai proteinas, e realizada a determinagao da concentragao dos analitos na forma livre. No entanto, 
destaca-se que devem ser empregadas materias biocompativeis e que as fibras apresentam menor estabilidade e 
durabilidade quando usadas nesse tipo de analise. 12 

O sistema de SPME tambem pode ser utilizado como um amostrador passivo de amostras de ar para 
determinagao de hidrocarbonetos, formaldeido e outros contaminantes presentes no ambiente de trabalho. Dessa 
maneira, o sistema integra a amostragem, com a preparagao de amostras e sua introdugao no sistema 
cromatografico de uma maneira simples, mas que exige calibragao cuidadosa para obtengao de resultados 
fidedignos. 2 

Fibras revestidas com combinagao de coberturas, como C18 e acido benzenossulfonico, tern sido consideradas 
bons adsorventes para analise metabolomica, pois possibilitam a extragao simultanea de metabolites polares e 
apolares, expandindo a utilidade da SPME de imersao direta de analise de compostos-alvo para a analise de 
varredura. No caso de analises de varredura, a SPME e associada a CLAE-EM; contudo, ainda e um desafio em 
divers as situagoes. 12 29 

Varios metodos associando tecnicas eletroquimicas a SPME tern surgido. A SPME eletroquimicamente 
controlada (EC-SPME) tern por base um polimero condutivo com o objetivo de aumentar a extragao de compostos 
ionicos, eliminando a necessidade de derivatizagao. O processo de extragao consiste no movimento dos contraions 
para o polimero condutivo, para manter a eletroneutralidade. No entanto, essa tecnica esta restrita a analise de ions 



metalicos e anions inorganicos, basicamente; visto que, para extragoes anionicas e cationicas, apresenta baixo 
rendimento, nao e capaz de ser acoplada a um sistema cromatografico e precisa incorporar diferentes contraions, o 
que reduz a sua aplicabilidade. 41 A SPME eletroquimicamente ampliada (EA-SPME) consiste em um sistema 
contendo tres eletrodos empregando nanotubos com paredes multiplas de carbono/Nafion® (polimero de troca 
ionica com alta condutividade e afinidade por analitos polares) e possibilita a eliminagao da etapa de derivatizagao, 
alcalinizagao ou acidificagao para analise de compostos como anfetaminas em amostras aquosas. Essa tecnica, 
associada a sistemas como CG-EM pode ser empregada como metodo de triagem em analises forenses, clinicas e 
farmaceuticas. 3,41 

Comentariosfinais 

O uso de SPME nas etapas preliminares de analises toxicologicas torna possivel a redugao de erros decorrentes 
do preparo das amostras, bem como os impactos negativos do uso de solventes no ambiente e no pessoal de 
laboratories Os avangos desta tecnica tern possibilitado a automagao e seu uso em campo e na clinica, bem como 
ampliado sua seletividade e sensibilidade, expandindo a cada dia suas aplicagoes. O fato de medir a concentragao 
livre dos metabolites in vivo toma a SPME uma tecnica promissora em estudos de metabolomica e biomarcadores. 
O uso de SPME e extenso para o preparo de diversos tipos de amostras de complexidade variavel, apresentando 
uma relagao de analitos em constante expansao. Com a introdugao de novos materiais de cobertura para fibras de 
SPME, associagao a metodos eletroquimicos e incremento de sistemas de automagao, novas aplicagoes para esta 
tecnica devem continuar sendo desenvolvidas. 

References bibliograficas 

1. GIERAK, A.; SEREDYCH, M.; BARTNICKI, A. The preparation, properties and application of carbon fibers for SPME. Talanta, v. 
5, p. 1076-1087, 2006. 

2. M1RNAGHI, F. S.; PAWLISZYN, J. Development of coating for automated 96-blade solid phase microextraction-liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry system, capable of extraction a wide polarity range of analytes from biological fluids. 
Journal of Chromatography A, v. 1261, p. 91-98, 2012. 

3. ZENG, J. et al. A new strategy for basic drug extraction in aqueous medium using electrochemically enhanced solid-phase 
microextraction. Journal of Chromatography A, v. 1218, p. 191-196, 2011. 

4. PAWLISZYN, J. Solid phase microextraction. Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 488, p. 73-87, 2001. 

5. SNOW, N. Solid-phase microextraction of drags from biological matrices. Journal of Chromatography A, v. 885, n. 1-2, p. 445-455, 
2000 . 

6. FAN, J. et al. Monolithic grapheme fibers for solid-phase microextraction. Journal of Chromatography A, Amsterdam, v. 1320, p. 27- 
32, 2013. 

7. SILVA, E. A. S.; RISTICEVIC, S.; PAWLISZYN, J. Recent trends in SPME concerning sorbent materials, configurations and in 
vivo applications. Trends in Analytical Chemistry, v. 43, p. 24-36, 2013. 

8. SPIETELUN, A. et al. Recent developments and future trends in solid phase microextraction techniques towards green analytical 
chemistry. Journal of Chromatography A, v. 1321, p. 1-13, 2013. 

9. SUZUKI, O.; SENO, H.; 1SHI1, A. Analytical toxicology. Forensic Science International, v. 80, n. 1 a 2, p. 137-146, 1996. 

10. FRITZ, J.; MACKA, M. Solid-phase trapping of solutes for further chromatographic or electrophoretic analysis. Journal of 
Chromatography A, v. 902, n. 1, p. 137-166, 2000. 

11. BRUHEIM, I.; LIU, X.; PAWLISZYN, J. Thin-film microextraction. Analytical Chemistry, v. 75, n. 4, p. 1002-1010, 2003. 

12. BOJKO, B. et al. Solid-phase microextraction. How far are we from clinical practice? Trends in Analytical Chemistry, v. 30, n.9, p. 
1505-1512, 2011. 

13. TANK1EW1CZ, M.; MORRISON, C.; BIZ1UK, M. Multirresidue method for the determination of 16 recently used pesticides from 
various chemical groups in aqueous samples by using DI-SPME coupled with GC-MS. Talanta, v. 107, p. 1-10, 2013. 

14. OUYANG, G.; PAWLISZYN, J. Recent development in SPME for on-site analysis and monitoring. Trends in Analytical Chemistry, 
v. 25, n.7, p. 692-703, 2006. 

15. LIU, Z.; PAWLISZYN, J. Microdialysis hollow fiber as a macromolecule trap for on-line coupling of solid phase microextraction and 
capillary electrophoresis. Analyst, v. 131, p. 522-528, 2006. 

16. GOBATO, E.; LANYAS, F. Comparagao entre injegao na coluna (“on-column”) e headspace dinamico na determinagao de benzeno, 
tolueno e xilenos (BTX) em amostras de agua. QuimicaNova, v. 24, n. 2, p. 176-179, 2001. 




17. ALEGRETT1, A.; THIESEN, F.; MACIEL, G. Analytical method for evaluation of exposure to benzene, toluene and xylene in blood 
by gas chromatography preceded by solid phase microextraction Journal of Chromatography B, v. 809, n.l, p. 183-187, 2004. 

18. EISERT, R.; PAWL1SZYN, J. New trends in solid-phase microextraction. Critical Reviews in Analytical Chemistry, v. 27, n. 2, p. 
103-135, 1997. 

19. YANG, R.; XIE, W. Determination of cannabinoids in biological samples using a new solid-phase microextraction membrane and 
liquid chromatography-mass spectrometry. Forensic Science International, v. 162, n. 1-3, p. 135-139, 2006. 

20. FOLLADOR, M. et al Detection of cocaine and cocaethylene in sweat by solid-phase microextraction and gas chromatography/mass 
spectrometry. Journal of Chromatography B, v. 811, n. 1, p. 37-40, 2004. 

21. YONAMINE, M. et al Solid-phase microextraction-gas chromatography-mass spectrometry and headspace-gas chromatography of 
tetrahydrocannabinol, amphetamine, methamphetamine, cocaine and ethanol in saliva samples. Journal of Chromatography B, v. 789, 
n. l,p. 73-78, 2003. 

22. LORD, H.; PAWLISZYN, J. Evolution of solid-phase microextraction technology. Journal of Chromatography A, v. 885, n. 1-2, p. 
153-193,2000. 

23. OUYANG, G. et al Calibration of solid-phase microextraction for quantitative analysis by gas chromatography. Journal of 
Chromatography A, v.1097, n. 1-2, p. 9-16, 2005. 

24. CHEN, J.; PAWLISZYN, J. Solid phase microextraction coupled to high performance liquid chromatography. Analytical Chemistry, 
v. 67, n.15, p. 2530-2533, 1995. 

25. RODRIGUES, J. C. et al Development of an improved heated interface for coupling solid-phase microextraction to high- 
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 1105, n. 1-2, p. 208-212, 2006. 

26. ZHENG, M. M. et al In-tube solid-phase microextraction based on hybrid silica monolith coupled to liquid cromoatography-mass 
spectrometry for automated analysis of ten antidepressants in human urine and plasma. Journal of Chromatography A, v. 1217, p. 
7943-7501,2010. 

27. VALENTE, A.; AUGUSTO, F. Microextragao por fase solida. Quimica Nova, v. 23, n. 4, p. 523-530, 2000. 

28. LIU, X. et al An eletrochemichally enhanced solid-phase microextraction approach based on molecularly imprinted 
polypyrrole/multiwalled carbon nanotubes composite coating for selective extraction of fluorquinolones in aqueous samples. Analytica 
Chimica Acta, v. 727, p. 26-33, 2012. 

29. BOJKO, B. et al. SPME - Quo vadis? Analytica Chimica Acta, v. 750, p. 132-151, 2012. 

30. MIRNAGHI, F. et al Microextraction versus exhaustive extraction approaches for simultaneous analysis of compounds in wide 
range of polarity. Journal of Chromatography A, v. 1316, p. 37-43, 2013. 

31. CHENG, X.; FORSYTHE, J.; PETERKIN, E. Some factors affecting SPME analysis and PAHs in Philadelphias's urban waterways. 
Water Research, v. 47, p. 2331-2340, 2013. 

32. SILVA, R.; AGUIAR, P.; AUGUSTO, F. Coupling of dynamic headspace sampling and solid phase microextraction. 
Chromatographia, v. 60, n. 11/12, p. 687-691, 2004. 

33. ZHANG, X. et al Pre-equilibrium solid-phase microextraction of free analyte in complex samples: correction for mass transfer 
variation from protein binding and matrix tortuosity. Analytical Chemistry, v. 83, p. 3365-3370, 2011. 

34. SPORKERT, F.; PRAGST, F. Use of head space-solid microextraction in hair analysis for organic compounds. Forensic Science 
International, v. 107, n. 1-3, p. 129-148, 2000. 

35. BARRIONUEVO, W.; LANQAS, F. Extragao em fase solida e microextragao em fase solida (SPME) de piretroides em agua. 
QuimicaNova, v. 24, n. 2, p. 172-175, 2001. 

36. GUILLOT, S. et al Evaluation of solid-phase microextraction as an alternative to the official method for the analysis of organic 
micropollutants in drinking water. Journal of Chromatography A, v. 1101, n. 1-2, p. 46-52, 2006. 

37. HARWOOD, A. D.; LANDRUM, P. F.; LYDY, M. J. A comparison of exposure methods for SPME-based bioavailability estimates. 
Chemosphere, v. 86, p. 506-511, 2012. 

38. LEE, J. et al Cross-examination of liquid-liquid extraction (LLE) and solid-phase microextraction (SPME) methods for impurity 
profiling of methamphetamine. Forensic Science International, v. 215, p. 175-178, 2012. 

39. R1STICEVIK, S. et al Protocol for solid phase method development. Nature Protocols, v. 5, n.l, p. 122-139, 2010. 

40. ZHANG, X. et al Simplified kinetic calibration of solid-phase microextraction for in vivo pharmacokinetics. Journal of 
Chromatography A, v. 1216, p. 7664-7669, 2009. 

41. ZENG, J. et al An electrochemically enhanced solid-phase microextraction approach based on a multiwalled carbon nanotubes/Nafion 
composite coating. Journal of Chromatography A, v. 1217, p. 1735- 1741, 2010. 



Capitulo 19 

Microextragao em Fase Li'quida 


Anderson Rodrigo Moraes de Oliveira 


Introdu^ao 

O preparo de amostras e um pre-tratamento necessario nos casos em que a analise e feita em matrizes com 
elevado numero de interferentes, tais como sangue, plasma, urina, meios de cultura e fragmentos celulares. Seu 
principal objetivo e extrair, isolar e concentrar os compostos-alvo que estao nessas matrizes. 1 A extragao e o 
isolamento dos analitos sao necessarios para evitar a injegao de contaminantes que podem, alem de interferir na 
analise, adsorver na parede da coluna analitica (proteinas) ou entupi-la (particulas solidas). A pre-concentragao dos 
analitos e necessaria para aumentar o sinal analitico, de maneira a aumentar o limite de detecgao/quantificagao e, 
portanto, chegar a um valor aceitavel de detectabilidade para o metodo desejado. 2 

Nao obstante muitas tecnicas convencionais de extragao ainda estejam em uso, estao sendo feitos esforgos no 
sentido de: 2 

• Tornar possivel o uso de volumes diminutos de amostras (0,3 a 1,0 mb) suficientes para a determinagao e 
quantificagao de analitos em nivel de tragos 

• Estimular a seletividade e a diminuigao da extragao de interferentes na extragao 

• Melhorar a reprodutibilidade das tecnicas pela expansao da capacidade de automagao 

Desenvolver metodos que produzam menos residuos quimicos e com uso de quantidade minima ou nenhuma de 
solventes organicos, visando a uma “quimica analitica verde” (green analytical chemistry). 

Nesse sentido, diversas tecnicas miniaturizadas de extragao e preparo de amostras vein sendo desenvoividas; 
dentre elas, e possivel citar: microextragao em fase solida (SPME), microextragao com sorvente empacotado 
(MEPS), microextragao sortiva em barras de agitagao (SBSE), microextragao em fase liquida (LPME) e outras. A 
LPME e caracterizada pela migragao de um analito presente, geralmente em uma solugao aquosa (fase doadora), 
para um solvente imiscivel em agua (fase aceptora). E possivel dividi-la em tres categorias: 1 

• Microextragao em gota unica (SDME) 

Microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME) 

• Microextragao em fase liquida empregando membrana cilindrica oca (HF-LPME). 

No ultimo caso, o uso de membranas ocas de polipropileno deu origem a essa nova tecnica, a microextragao em 
fase liquida empregando membranas cilindricas ocas (HF-LPME).' A HF-LPME consiste na miniaturizagao da 
extragao liquido-liquido, no entanto, suportada com uma membrana porosa. A HF-LPME vem se destacando devido 
a pequena geragao de residuo quimico, facilidade operacional, baixo custo, boa seletividade e excelentes valores de 
recuperagao. 4,5 

A HF-LPME pode ser empregada com diferentes tecnicas cromatograficas e eletroforeticas, tais como: (i) 




cromatografia gasosa (CG), (ii) cromatografia Hquida de alta eficiencia (CLAE) e (iii) eletroforese capilar (EC). 
Nesse tipo de LPME, uma membrana capilar (tambem chamada de fibra) porosa e hidrofobica e mergulhada em um 
solvente organico por alguns segundos para imobilizar solvente nos seus poros; feito isso, o excesso e removido. O 
solvente organico nao deve ser miscivel em solugao aquosa para garantir a sua retengao nos poros no periodo da 
extragao sem que ocorra “fuga” de solvente para a solugao aquosa; sendo possivel, assim, aplicar agitagao ao 
sistema sem perda do solvente organico durante o processo de extragao. Esse solvente forma uma camada fina na 
parede da fibra e, portanto, deve ser compativel com ela para que seus poros possam ser preenchidos 
completamente. No interior dessa fibra, sao adicionados micro/nanolitros de uma fase aceptora, que pode ser um 
solvente organico ou uma solugao aquosa, dependendo do modo empregado. O custo reduzido da membrana 
viabiliza o seu uso unico, o que evita contratempos relacionados a contaminagao entre as extragoes (efeito 
memoria). 6 ' 7 Neste capitulo, sera abordada apenas a tecnica de microextragao em fase liquida empregando 
membrana cilindrica oca (HF-LPME). 

Sistema para microextragao em fase liquida empregando membranas cilmdricas ocas 

Inicialmente, existiram duas principals “geometrias” que eram utilizadas em microextragao em fase liquida 
empregando membranas cilmdricas ocas (HF-LPME): a geometria em “U” (Figura 19.1A), que utiliza duas 
microsseringas ligadas as extremidades da membrana, e a geometria tipo “haste”, em que somente uma 
microsseringa e utilizada na injegao e coleta da fase presente no interior da fibra (Figura 19. IB). 4,5,8 

Posteriormente, essa tecnica foi aperfeigoada por Magalhaes e Bonato (2009), 9 em que microponteiras 
empregadas em biologia molecular (Figura 19.2A) substituiram as microsseringas inicialmente utilizadas. Alem 
disso, a agitagao foi realizada empregando-se um agitador orbital de tubos (Figura 19.2B). Essa configuragao foi 
um avango muito importante, pois tomou possivel a extragao de diversas amostras ao mesmo tempo, sem a 
necessidade do uso de microsseringas. 

Uma nova configuragao da HF-LPME foi desenvolvida por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen (2006), 10 
conhecida como extragao por eletromembrana (EME, electromembrane extraction) (Figura 19.3). Essa nova 
vertente da HF-LPME se fundamenta na migragao de compostos carregados (analitos) quando uma diferenga de 
potencial (ddp) e aplicada. O tipo de solvente organico nessa configuragao e mais critico, pois este deve ter uma 
polaridade adequada ao analito de interesse e tambem uma condutividade eletrica suficiente para nao haver perda da 
corrente durante a ddp. Para analitos com caracteristicas basicas, a solugao doadora deve ser acidificada para que 
estes estejam protonados; os poros da membrana devem ser ocupados com o solvente organico adequado e a fase 
aceptora tambem deve ser acida para que os analitos permanegam carregados, impedindo seu retorno para fase 
doadora. Um eletrodo positivo e inserido na fase doadora e um eletrodo negativo, na fase aceptora. Apos a 
aplicagao da ddp, os analitos que estao carregados positivamente na fase doadora migram para a fase aceptora em 
diregao ao eletrodo negativo. No final do processo, a ddp e encerrada, a fase aceptora e coletada e posteriormente 
analisada. 10 Esse modo tern mostrado que altos valores de recuperagao podem ser alcangados em pouco tempo de 
extragao. 




Figura 19.1 Geometrias da microextrapao em fase liquida utilizando membranas cilmdricas ocas (HF-LPME). A. 
Tipo em “U”. B. Tipo haste. 











Figura 19.2 Configuragao da microextragao em fase liquida utilizando membranas cilindricas ocas (HF-LPME) do 
tipo em “U” empregando ponteiras de biologia molecular. A. Unidade de extragao. B. Sistema de agitagao orbital 
mostrando a possibilidade de 36 extragoes ao mesmo tempo. 
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Figura 19.3 Esquema da microextragao em fase liquida utilizando membranas cilmdricas ocas (HF-LPME) em 
eletromembrana (EME, electromembrane extraction). 


Modos da microextragao em fase liquida utilizando membranas cilmdricas ocas 

A HF-LPME pode ser realizada em dois modos que se diferenciam pelo numero de fases utilizadas nos sistemas: 
(i) modo duas fases e (ii) modo tres fases. 



























■ Modo duas fases 


No modo duas fases (Figura 19.4A), o analito presente na solugao aquosa (fase doadora) passa por um solvente 
organico hidrofobico, que e suportado pelos poros da fibra, entrando em contato com o mesmo solvente organico 
(fase aceptora) presente no interior dessa fibra. Este modo e particularmente util para analitos mais hidrofobicos e 
pouco polares. No modo duas fases, a transferencia do analito A da fase aquosa para a fase organica pode ser 
descrita de acordo com a equagao 1: 

A (fase doadora) A A (fase aceptora) [1] 

Neste caso, a constante de partigao do analito entre a fase organica e doadora K aceptora/amostra e dado pela equagao 

2 : 


K 


aceptora/amostra 


'eq.aceptora 
'eq.amostra 


[ 2 ] 


Em que C eqaceptora e a concentragao de A na fase aceptora no equilibrio; C eqamostra e a concentragao de A na fase 
doadora (aquosa) no equilibrio. 

Com base na equagao 2 e no balango de massas no modo duas fases, a recuperagao (R) de A no equilibrio pode 
ser definida de acordo com a equagao 3, a seguir: 


R 


^aceotora/amostra 


Em que V org e o volume total da fase organica no sistema (soma do solvente organico presente nos poros da 
membrana e no interior da membrana); V amostra e o volume da amostra. 

De acordo com a equagao 3, e possivel concluir que a recuperagao depende do coeficiente de partigao do analito, 
do volume de solvente organico e do volume da amostra. Dessa maneira, a extragao em duas fases e favorecida para 
analitos hidrofobicos; ou seja, com elevados valores de constantes de partigao (500 a 1.000 ou maiores). 4 11 Alem 
disso, o uso de um volume pequeno de amostra e benefico com a finalidade de obter altos valores de recuperagao, 
para sistemas que estao no equilibrio. 

A cinetica de extragao para o modo duas fases pode ser descrito de acordo com a equagao 4: 


C =C (l-e~ w ) 

aceptora ^ eq.aceptora 


[41 


Em que k e a constante (s *) definida como: 


A. V 

L = _i_o ( K or S 
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[ 5 ] 


Em que C aceptora e a concentragao do analito A na fase aceptora (fase organica) no tempo t; A h a area interfacial, e 
fio e o coeficiente de transferencia de massa total para fase organica. 

A equagao 5 mostra que, para rapidas extragoes, A-, e [j (i devem ser maximizados e o volume da amostra 
(VamostraX minimizado. 


■ Modo tres fases 

No modo tres fases (Figura 19.4B), o analito esta presente na solugao aquosa (fase doadora) e passa por um 
solvente organico hidrofobico que e suportado pelos poros da fibra, entrando em contato com outra solugao aquosa 
que esta presente no interior da fibra (fase aceptora), normalmente, com o pH oposto ao da fase doadora (local onde 
o analito estava inicialmente). Ao atingir a fase aceptora, o analito e desprotonado ou protonado, o que diminui sua 






afmidade pelo solvente organico, impedindo, assim, sua volta para a fase doadora (solugao aquosa). Esse tipo de 
modo e ideal para analitos mais hidrofilicos ou acidos ou bases conjugadas. No modo tres fases, o processo de 
transference do analito (A) e definido de acordo com a equagao 6: 412 
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A (fase aceptora) [6] 


Neste sistema, deve-se considerar a constante de partigao entre a fase organica e a fase doadora, bem como entre 
a fase aceptora e a fase organica, de acordo com as equagoes 7 e 8: 
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Com base nas equagoes 7 e 8 e no balango de massas total para um sistema de tres fases, a recuperagao pode ser 
calculada de acordo com a equagao 9: 12 


R 


K x K XV" 

org/amostra ^aceptora/org ’ aceptora 


K x K XV + K XV+V 

org/amostra ^aceptora/org aceptora org/amostra org y amostra 


X 100 [9] 


Em que V aceptora e o volume da solugao aceptora; e V org e o volume da fase organica imobilizada nos poros da 
fibra de polipropileno. 

A partir da equagao 9, e possivel concluir que a recuperagao (R) no modo tres fases e controlada por duas 
constantes de partigao individuals (partigao do analito no solvente organico e partigao do analito na fase aceptora) e 
pelos volumes da amostra, das fases organica e aceptora. 


Fatores que influenciam a otimiza^ao da microextra^ao em fase liquida utilizando 
membranas cilmdricas ocas 

Diferentes fatores necessitam ser otimizados a fim de desenvolver um metodo por HF-LPME, tais como: ajuste 
do pH das fases doadora e aceptora, forga ionica do meio, comprimento, diametro interno, espessura e tamanho de 
poro da fibra, volume da amostra, tipo de solvente organico, tempo de extragao e tipo e velocidade de agitagao. 


A B 



Figura 19.4 Modos de microextragao em fase liquida utilizando membranas cilmdricas ocas (HF-LPME). A. Modo 






























duas fases. B. Modo tres fases. 

■ Membrana de extragao 

As membranas empregadas em HF-LPME devem apresentar elevada hidrofobicidade e nao serem soluveis nos 
solventes usados no processo de extragao. Essas caracteristicas sao encontradas nas membranas a base de 
polipropileno, comercializadas pela Membrana®. Destas, a mais empregada apresenta diametro interno de 600 pm, 
parede com espessura de 200 pm e poros com tamanho de 0,2 pm. Esse diametro bloqueia a passagem de 
macromoleculas e outros interferentes para fase aceptora e, ao mesmo tempo, permite o fluxo do analito em estudo 
para o interior da fibra. u ' 

■ Tipo de solvente organico 

Um fator importante no desenvolvimento de um metodo por HF-LPME e a escolha do solvente de extragao. 
Alguns requisitos sao essenciais para um solvente organico ser utilizado em HF-LPME; dentre eles: elevada 
hidrofobicidade, impedindo assim a dissolugao do solvente na fase aquosa (doadora); moderado a alto ponto de 
ebuligao, evitando assim a volatilizagao durante o processo de extragao; viscosidade apropriada para uma facil 
fixagao nos poros da fibra; e, por fim, o solvente deve apresentar uma polaridade adequada para o analito de 
interesse. 4,5 ’ 7 Varios solventes organicos tern sido utilizados, tais como eter diexilico, n-Octanol, acetato de hexila, 
acetato de butila, acetato de dodecila, eter dibutilico ou misturas desses solventes. 14 Na tentativa de diminuir o uso 
de solventes organicos toxicos, foi desenvolvido um metodo empregando acidos graxos e oleos essenciais como 
solventes extratores. 1 '' Nesse trabalho os autores avaliaram oleo de amendoa, oleo de amendoim, oleo de oliva, oleo 
de soja, oleo de anis, oleo de erva-doce, oleo de lavanda e oleo de menta como solventes extratores. Apesar de 
algumas dificuldades tecnicas, os autores concluiram que os acidos graxos e os oleos essenciais avaliados podem 
ser uma alternativa ao uso dos solventes organicos tradicionais empregados em HF-LPME. 1 '' 

Em todos os casos, a polaridade do solvente deve ser proxima ou similar a polaridade dos analitos de interesse, o 
que favorece sua partigao e, portanto, a extragao. A Figura 19.5 apresenta o grafico que relaciona o tipo de solvente 
e a recuperagao dos analitos para analise do albendazol e seus metabolites, em amostras de urina. 

■ Tempo de extragao 

A eficiencia da extragao na HF-LPME esta relacionada com a cinetica de transferencia de massa do analito da 
fase aquosa para a organica e desta para a fase aceptora. Trata-se de uma dinamica de equilibrio e, portanto, a 
eficiencia desse processo aumenta com o tempo de extragao ate atingir um plato maximo, a partir do qual um tempo 
maior de extragao nao ira causar um aumento na recuperagao dos analitos. 414 "' Frequentemente, o tempo exigido 
para atingir o equilibrio e muito longo; dessa forma, a extragao pode ser realizada em um estado fora do equilibrio, 
monitorando o tempo de extragao e as demais condigoes experimental minuciosamente, evitando, assim, perda na 
repetitividade do procedimento. 14 O tempo de extragao esta relacionado com o tipo e velocidade de agitagao 
empregada e a temperatura de analise. A Figura 19.6 apresenta o grafico de recuperagao em fungao do tempo de 
extragao dos analitos risperidona e paliperidona, em amostras de urina. 

■ Agitagao 

A agitagao da solugao na qual esta presente o analito de interesse tern como proposito agilizar a extragao dos 
analitos, facilitando sua transferencia da fase doadora para o solvente organico. 4 " 17 A amostra pode ser agitada de 
diversas maneiras, tais como pelo uso de barras magneticas de agitagao, pela aplicagao em banho de ultrassom ou 
por meio de sistemas de agitagao orbital do tipo Vibrax®. Dentre esses sistemas, o uso de barras de agitagao e 
agitadores orbitais vem se destacando. A agitagao do sistema deve ser realizada de maneira cautelosa, a fim de 
evitar a geragao de pequenas bolhas de ar que aderem na superficie externa da fibra, prejudicando a manutengao do 
solvente nos poros da fibra e consequentemente levando a uma diminuigao da repetibilidade e perda de precisao nas 
extragoes. 


■ Composicao da fase doadora 


pH da fase doadora 

O controle do pH da solugao onde se encontra o analito de interesse e muito importante para a extragao de 
compostos que podem softer protonagao (compostos basicos) ou desprotonagao (compostos acidos). O 
estabelecimento previo no valor do pH da fase doadora pode melhorar a eficiencia da extragao, uma vez que o grau 
de desprotonagao ou protonagao dos analitos vai depender do pH da amostra. 4 " E necessario ressaltar que o pH 
deve ser sempre ajustado para manter o analito em sua forma neutra, exceto quando o uso de par ionico e requerido 
(discutido adiante). Para tanto, informagoes quanto ao pKa dos analitos em analise sao muito importantes, 
lembrando que o valor do pH da amostra (solugao doadora) deve ser, no minimo, ± 1 pKa dos analitos. 
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Figura 19.5 Grafico de otimizagao do solvente de extragao em microextragao em fase liquida utilizando membranas 
cilindricas ocas (HF-LPME). Dados obtidos no laboratorio de metabolismo in vitro e tecnicas de separagao do 
Departamento de Quimica da FFCLRP-USP. 
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Figura 19.6 Grafico de otimizagao do tempo de extragao em microextragao em fase liquida utilizando membranas 
cilindricas ocas (HF-LPME). Dados obtidos no laboratorio de metabolismo in vitro e tecnicas de separagao do 
Departamento de Quimica da FFCLRP-USP. 




















Reagentes para formagao de pares ionicos 

Muitas vezes, em razao da alta polaridade de algumas moleculas ionizaveis ou ions, a adigao de reagentes para 
realizar o pareamento ionico desses analitos e requerida. Ha duas formas do uso de par ionico na extragao por HF- 
LPME: (1) adigao de um reagente anionico (RA) ou (2) adigao de um reagente cationico (RC + ) a solugao doadora. 
Nesses casos, o pH da fase doadora tera um papel fundamental no processo de extragao. As aminas quatemarias, 
utilizadas como RC + , vein sendo bem empregadas para extragao de acidos carboxilicos. 1 Por outro lado, os acidos 
octanoico e decanoico ou sais destes vem sendo utilizados com exito como RA . 19 A Figura 19.7 ilustra o princlpio 
do uso de par ionico em HF-LPME. 

Adigao de sal na fase doadora/efeito salting-out 

A adigao de um sal inerte a uma solugao aquosa geralmente e responsavel por diminuir a solubilidade do analito 
organico na amostra e, ao mesmo tempo, aumentar sua afmidade para a fase organica. 20 Esse efeito e denominado 
salting-out. Esse metodo e empregado principalmente na analise de compostos mais polares, com baixa afinidade 
pelo solvente organico. No entanto, em algumas situagoes, o efeito da adigao de sal pode ser nulo ou ate mesmo 
prejudicial para extragao, pois pode aumentar a viscosidade do meio e diminuir a extragao. Alem disso, em altas 
concentragoes, as moleculas do sal podem interagir com analitos polares, impedindo, assim, sua partigao com o 
solvente organico/ Dessa maneira, a adigao de sal deve ser avaliada com cautela. Quando a amostra (principalmente 
de origem biologica, como amostras de urina), precisa ser analisada, e importante que a forga ionica do meio seja 
mantida constante. Nesses casos, o uso de sal pode ajudar na reprodutibilidade da tecnica. 
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Figura 19.7 Princlpio do uso de par ionico em microextragao em fase llquida utilizando membranas cillndricas ocas 
(HF-LPME). 


Adigao de modificadores organicos 

Alguns farmacos podem estar ligados a proteinas plasmaticas, e essas ligagoes podem resultar uma baixa 
eficiencia no processo de HF-LPME. Essas ligagoes podem ser devido a interagoes hidrofobicas, polares ou outras. 
As interagoes hidrofobicas podem ser desfeitas pela adigao de solventes organicos a solugao doadora. Alguns 
solventes, como metanol e acetonitrila, tern a habilidade de quebrar essas interagoes hidrofobicas e polares. 41 " Por 
outro lado, a adigao de solvente organico na amostra leva a uma modificagao na polaridade da solugao doadora, o 
que pode reduzir a eficiencia da extragao, por diminuir a polaridade da solugao aquosa e aumentar a solubilidade do 
analito nessa fase. Alem disso, a adigao de um solvente organico no processo de extragao aumenta a quantidade 
total de solvente empregado na HF-LPME, descaracterizando uma das principals vantagens da tecnica que e o uso 
de quantidade minima de solventes organicos. Dessa forma, se a adigao de solventes organicos for necessaria, o 
volume adicionado deve ser o minimo possivel. 






■ Composicao da fase aceptora 

A escolha de uma fase aceptora no modo tres fases, capaz de promover a eficaz desprotonagao ou protonagao dos 
analitos, e essencial para que a partigao dos analitos na fase aceptora aquosa ocorra; evita-se, assim, que os analitos 
retornem para a fase doadora. Ademais, o analito em sua forma carregada tern menor afinidade pelo solvente 
organico presente nos poros da fibra. 7 Desse modo, a escolha da fase aceptora, assim como a concentragao das 
solugoes empregadas, deve ser feita de forma bem cautelosa. Em geral, como fase aceptora, vein sendo empregada 
principalmente solugao aquosa de acidos fracos ou fortes. 4 '' O uso de acidos ou bases deve ser cauteloso, pois 
alguns farmacos apresentam instabilidade, dependendo do pH do meio. 

No modo duas fases, a fase aceptora e o mesmo solvente organico que foi utilizado na impregnagao dos poros da 
fibra. 

Aspectos praticos da microextra^ao em fase Ifquida utilizando membranas cilmdricas 
ocas 

A Figura 19.8 ilustra cada etapa envolvida na HF-LPME, no formato em “U”, antes de iniciar a extragao. 

Inicia-se o procedimento cortando-se a fibra de polipropileno do tamanlio necessario as analises. Feito isso, as 
extremidades da fibra sao conectadas junto as ponteiras de biologia molecular (podendo ser tambem 
microsseringas). Em seguida, mergulha-se o sistema no solvente organico (1) por aproximadamente 10 s. Apos tal 
operagao, retira-se o excesso de solvente organico mergulhando-se o sistema em um tubo contendo agua, e levando 
esse conjunto para o banho ultrassonico por aproximadamente 15 s (2). Em seguida, adiciona-se a amostra em um 
recipiente apropriado e completa-se o volume com os reagentes (sais, solugao tampao, acido, base) empregados 
junto a fase doadora (3). Depois, adiciona-se o sistema na fase doadora e, com o auxilio de uma microsseringa, 
injeta-se a fase aceptora para o interior da membrana cilindrica (4/5). Finalmente, inicia-se o processo de extragao, 
agitando-se o frasco de maneira apropriada (6-8). 

Emprego da microextra^ao em fase Ifquida utilizando membranas cilmdricas ocas 
com tecnicas cromatograficas e eletroforeticas 

A HF-LPME vein sendo empregada em conjunto com a cromatografia liquida de alta eficiencia e cromatografia 
gasosa. Na literatura, diversos trabalhos relatam o acoplamento dessas tecnicas com sucesso. Uma caracteristica 
importante no acoplamento HF-LPME com CLAE ou CG e o modo empregado e a compatibilidade da fase 
aceptora com as colunas cromatograficas. Dessa maneira, considerando o modo tres fases, na maioria das 
aplicagoes entre HF-LPME e CLAE, o extrato obtido por HF-LPME deve ser evaporado e, posteriormente, 
reconstituido na fase movel. Ha algumas excegoes em que o extrato pode ser injetado diretamente na coluna 
cromatografica, principalmente se ele for constituido de um acido fraco, como acido acetico ou fosforico. Ja no 
acoplamento HF-LPME e cromatografia gasosa, quando o modo tres fases e empregado, recomenda-se a 
evaporagao do extrato e posterior redissolugao em solvente apropriado. Ao empregar o modo duas fases, e possivel 
a injegao direta da fase aceptora na coluna cromatografica, desde que o solvente empregado seja compativel com a 
coluna cromatografica. 

Alguns fatos quanto a fase aceptora devem ser levados em consideragao, a fim de manter a estabilidade fisica do 
sistema cromatografico ou da coluna cromatografica. Por exemplo, fases aceptoras ricas em ions cloreto devem ser 
tratadas com cuidado, pois esses ions podem danificar o sistema cromatografico, levando a oxidagao algumas de 
suas partes. Tragos de agua na fase aceptora podem danificar alguns tipos de colunas cromatograficas empregadas 
em cromatografia gasosa. Dessa maneira, o conhecimento da composigao da fase aceptora e fundamental para um 
bom desenvolvimento do metodo analitico e preservagao do sistema cromatografico ou colunas. 

O emprego da HF-LPME no modo tres fases e uma opgao altamente favoravel em analises por eletroforese 
capilar, pois o extrato aquoso obtido pode ser injetado diretamente no sistema sem tratamento posterior, desde que a 
concentragao do extrato nao interfira na resolugao dos analitos, principalmente se a forga ionica do extrato obtido 
por HF-LPME for alta. O elevado valor da forga ionica pode levar a um efeito anti-stacking (antiempilhamento), 




prejudicando, assim, a resolugao dos analitos. A Figura 19.9 apresenta um eletroferograma referente a analise da 
risperidona e seus metabolites, 9-hidroxirrisperidona e 7-hidroxirrisperidona em urina, cujo extrato obtido por HF- 
LPME foi coletado (20 pb), adicionado a 100 pi de agua e injetado diretamente no equipamento para eletroforese 
capilar. 
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Figura 19.8 Etapas envolvidas na microextrapao em fase liquida utilizando membranas cilmdricas ocas (HF-LPME). 
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Figura 19.9 Eletroferogramas (A) da risperidona e seus metabolitos extraidos de urina por microextragao em fase 
liquida utilizando membranas cilindricas ocas (HF-LPME): ( 1) risperidona; (2) 7-hidroxirrisperidona, (3) 9- 
hidroxirrisperidona; (B) do branco de matriz. Dados obtidos no laboratorio de metabolismo in vitro e tecnicas de 
separagao do Departamento de Quimica da FFCLRP-USP. 

Automa^ao da microextragao em fase liquida utilizando membranas cilindricas ocas 

A HF-LPME e uma tecnica completamente manual; ou seja, desde o corte da fibra ate a montagem do sistema, 
toda a etapa e feita manualmente. Dessa maneira, esta mais sujeita a erros. Assim, o uso da padronizagao interna e 
extremamente importante em analises quantitativas. 

Alguns trabalhos ja foram descritos na tentativa da automagao da tecnica; contudo, ainda nao existe disponivel 
um sistema automatizado para comer cializagao. Um sistema interessante foi desenvolvido por Ouyang et al. 
(2007). 21 Esse sistema automatizado para HF-LPME no modo duas fases envolveu uma serie de etapas. Em 
primeiro lugar, um frasco selado com um septo e a fibra, contendo a amostra de interesse, foi preenchido com 4 mf 
de solugao aquosa contendo os analitos de interesse (Figura 19.10). Em seguida, foram injetados 20 p i de 1- 
octanol no interior da fibra oca, com o auxilio de uma microsseringa presente em um amostrador automatico para 
cromatografia gasosa, do tipo CTC (Figura 19.11). Para evitar a formagao de bolhas de ar, a ponta da agulha da 
seringa foi cuidadosamente ajustada perto da parte inferior da fibra oca (em torno de 1 mm acima da parte inferior 
da fibra oca). Depois que a fibra oca foi preenchida com 20 p£ de solvente, o frasco da amostra foi autotransferido 
do rack das amostras para o agitador de vortice com um controlador de temperatura, e agitado a 750 rpm e 30°C. 
Apos a extragao, 2 p£ de solvente de extragao (fase aceptora) foram lentamente retirados pela microsseringa e 1 p£ 
foi introduzido no sistema cromatografico para analise. 
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Figura 19.10 Esquema do recipiente contendo a amostra e a fibra para microextragao em fase liquida utilizando 
membranas cilindricas ocas (HF-LPME) para ser empregada no sistema automatizado desenvolvido por Ouyang et 
at. (2007). Figura adaptada da referenda 21. 



Figura 19.11 Sistema automatizado para extragao compativel com cromatografia gasosa (CTC auto sampler). 
Disponivel em <http://www.directindustry.com/prod/ctc-analytics/autossamplers-gas-chromatography-65926- 
575861.html>. 
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Capi'tulo 20 

Processo de Mineralizagao da Materia Organica 


Maria Paula de Castilho Van Deursen Parmigiani 


Preparo de amostras para analise de metais 

Existem diversas tecnicas analiticas que possibilitam avaliar a existencia de metais em diversos tipos de amostra, 
que vao desde a gravimetria (ou tecnicas usadas na determ inagao de grandes quantidades de um analito) ate metodos 
mais sensiveis que quantificam residuos, ou tragos de metais em matrizes diversas. Dentre estes ultimos, as mais 
significativas sao a espectrometria de absorgao atomica com chama (FAAS) ou fomo de grafite (GFAAS), 
voltametria anodica (AV), espectrometria de emissao atomica (AES), espectrometria de emissao atomica acoplada a 
plasma induzido (ICP-AES), espectrometria de massas acoplada a plasma induzido (ICP-MS), fluorescencia de 
raios X (XRF) e cromatografia de ions (IC). 

O tratamento da matriz a ser analisada por essas tecnicas depende, em grande parte, da sua complexidade e do 
limite de quantificagao a ser alcangado. Basicamente, visa: 

• Degradar e solubilizar a matriz para liberar os metais presentes para analise 

• Extrair os metais da matriz para um solvente mais adequado a tecnica de quantificagao 

• Concentrar metais que estejam presentes em baixas concentragoes na matriz 

• Separar analitos ou grupo de analitos de outros que possam interferir na quantificagao 
Diluir a amostra de tal modo, que o efeito da matriz na analise seja constante e mensuravel 

• Separar diferentes formas quimicas do analito, com o objetivo de determinar as diversas especies presentes. 1 

Na maioria das analises de metais, incluindo os mais diversos substratos, costumam ser usados um ou mais 
tratamentos da amostra. Assim, para separar um metal de uma matriz organica, e necessario transformar todos os 
compostos organicos (por meio de um processo de oxidagao) em substancias inorganicas que poderao estar 
solubilizadas no meio, e em compostos organicos que se volatilizarao. A esse processo, da-se o nome de 
mineralizagao, digestao ou desagregagao da materia organica. 1 
A eficiencia da mineralizagao esta relacionada com: 

Dissolugao total ou parcial da materia organica, e a separagao do metal da matriz, de maneira que possa ser 
analisado 

• Impedimenta que a quantidade do metal presente na amostra seja alterada durante o processo, ou por perda do 
analito, ou por contaminagao da amostras a partir de metais provenientes dos reagentes e/ou outros materiais 
utilizados na mineralizagao 

• Forma soluvel adequada a tecnica de identificagao e quantificagao para o analito no final da mineralizagao. 

Tanto a digestao por via umida como a por via seca, que destroem totalmente a amostra, sao bastante utilizadas 
no tratamento de amostras para a analise de metais. 2 ' 1 





A digestao por via seca e frequentemente utilizada para matrizes como as de alimentos ou amostras botanicas, 
pois destroi a materia organica rapidamente. No entanto, havera perda do analito, caso seja volatil, como, por 
exemplo, no caso do metil mercurio presente em tecidos de peixes. Varias matrizes organicas e inorganicas podem 
ser aquecidas com solugoes acidas fortes; e o caso da digestao por via umida. Outras amostras podem ser tratadas 
extraindo o metal da matriz como, por exemplo, em amostras de agua, em que um agente quelante pode complexar 
os metais de interesse analitico. 1 

Em qualquer dessas tecnicas, e fundamental evitar a contaminagao das amostras por reagentes e por frascos de 
amostragem. E necessario cuidado para evitar perda de metais durante o preparo da amostra, por adsorgao em 
superficies como o vidro. Assim, os frascos mais adequados sao os de silica, que apresentam menor propensao a 
adsorver metais. Alguns metais como ferro, mercurio, ouro e paladio sao bem removidos de matrizes quando 
tratados em cadinlios de platina. Este procedimento tende a ser pouco utilizado em razao do alto custo desses 
cadinhos. 12 

Alem disso, e preciso ter cuidado porque o material adsorvido pode tambem contaminar amostras que venham a 
ser analisadas no mesmo frasco, quando estes nao forem cuidadosamente descontaminados. Outra possibilidade de 
perda do analito durante o processamento, quando a amostra e mineralizada por via seca, esta relacionada com o 
potencial de volatilidade de especies do metal. Um exemplo e o da analise de arsenio em material biologico, pois 
podem estar presentes diversas especies arsenais volateis. Em temperaturas inferiores a 500°C, e possivel observar 
a perda de cadmio, chumbo, mercurio, selenio e arsenio. Assim, nesse processo, a perda de compostos volateis 
presentes na amostra esta relacionada com a especie do metal presente e com o tipo de matriz a ser analisada. Dessa 
maneira, e de fundamental importancia que o metodo seja validado para cada matriz considerada. 1 1 

Mineralizagao 

A determinagao de metais por tecnicas como FAAS, FGAAS e ICP-AES exige que a amostra esteja em solugao. 
A fluorescencia de raios X pode exigir que o material solido seja diluido para evitar variagoes entre a amostra e os 
padroes e tambem o efeito de matriz. No caso de ativagao neutronica, e possivel usar matrizes solidas obtidas por 
precipitagao de amostras solidas. 

Para assegurar uma eficiente dissolugao da matriz e a total disponibilidade do analito para quantificagao, e 
necessario um bom tratamento previo de mineralizagao, o que exige tempo e trabalho. Amostras pulverizadas e 
homogeneizadas em um fluido facilitam a obtengao de melhores resultados analiticos. Alem disso, e possivel 
recuperar ou extrair o analito dissolvendo-se a matriz em um solvente adequado. Caso seja importante a especiagao 
de metais como arsenio ou mercurio (ou seja, se for necessario conhecer a forma em que se encontra na matriz 
como, por exemplo, As, como arsenobetaina, metilarsina, arsenoagucares), e possivel aplicar tecnicas de digestao 
com temperaturas controladas, separagao por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) e quantificagao por 
espectrometria de absorgao atomica (EAA). 4 

A mineralizagao com acidos fortes, ou em temperaturas elevadas, possibilita a analise do conteudo total do metal 
de interesse, impedindo a determinagao das especies originalmente presentes. 

Assim, a escolha do processo de mineralizagao deve considerar tres fatores: a natureza da matriz, o metal a ser 
determinado e a tecnica de identificagao a ser utilizada. 1 

O processo utilizado na mineralizagao de uma matriz pode variar conforme sua composigao quimica. Os 
alimentos gordurosos, por exemplo, sao mais dificeis de serem mineralizados por via umida em comparagao com 
os nao gordurosos. Com base nisso, escolhe-se o processo que podera ser mais ou menos drastico; ou seja, com 
maior ou menor quantidade de energia e agentes oxidantes necessarios para uma mineralizagao completa ou parcial 
da matriz.'' 

E necessario considerar alguns fatores, como o metal a ser determinado, uma vez que suas caracteristicas fisico- 
quimicas desempenham um papel preponderante. As caracteristicas do metal determinam em que acidos ele e ou 
nao soluvel, formando ou nao precipitados. O ponto de fusao do analito pode indicar a temperatura maxima 
suportada no processo de mineralizagao, sem que acarrete sua perda. 

Nao ha, portanto, uma regra geral para a mineralizagao de diversos tipos de amostra, em razao da grande 
variedade de matrizes, analitos a serem avaliados e das tecnicas de identificagao e quantificagao existentes. 



Contudo, definem-se basicamente dois tipos de mineralizagao: por via umida e por via seca. 


1-3 


■ Mineralizagao por via umida 

As tecnicas de mineralizagao por via umida envolvem sempre a utilizagao de acidos fortes, como agentes 
oxidantes, bem como a utilizagao de outros compostos, adjuvantes, que possam facilitar a transformagao da materia 
organica presente na matriz. 

Uma vez tratada com acidos, a amostra apresenta dois componentes principais: os produtos de hidrolise, 
inclusive alguns deles volateis, e os minerals. Os dois componentes sofrem oxidagao formando varios compostos; 
dentre eles H 2 0, C0 2 , NO x , S0 2 , MX (M = metal e X = anions dos reagentes utilizados) e MY (M = metal e Y = 
anions da matriz biologica). A quebra da estrutura da matriz e a primeira etapa da mineralizagao facilitada pela 
hidrolise acida, acarretando aumento de centros disponiveis para reagirem no processo de oxidagao, que se constitui 
na segunda etapa da mineralizagao. Esta tecnica pode ser utilizada para compostos volateis, mas requer constante 
supervisao e utiliza grandes volumes de reagentes. 

Na mineralizagao de uma amostra por via umida, podem ser utilizados tres tipos de reagentes isolados ou em 
combinagao: agentes oxidantes, agentes solubilizantes e neutralizantes. Varios fatores devem ser observados na 
escolha de um reagente, sendo os principals: 1 

• Grau de pureza: e necessario observar a relagao entre o teor do elemento a ser analisado na amostra e a maxima 
contaminagao possivel e aceitavel vinda do reagente adicionado. Se a possivel contaminagao for da mesma 
magnitude da concentragao a ser determinada, o reagente nao deve ser utilizado. A maioria dos reagentes usados 
em laboratories de ensaios e comercializada em varios graus de pureza. No processo inicial de adequagao e 
validagao de um metodo para analise de metais, deve-se realizar um ensaio em branco, incluindo todos os 
componentes do processo de mineralizagao e, portanto, os acidos a serem utilizados, para comprovar que nao 
interferem no resultado da analise 

• Para evitar uma eventual contaminagao, os reagentes nao devem ser pipetados diretamente dos frascos; o uso de 
dispensores e recomendavel, pois evitam o contato direto com os reagentes 

• Deve-se cuidar para que o produto dos reagentes nao interfira nos analitos a serem analisados; o mesmo pode 
ser considerado com relagao a volatilidade dos solventes 

• A matriz pode conter quantidades consideraveis de outros metais que nao necessariamente estejam sendo 
analisados. No caso de estes metais reagirem com os reagentes usados na mineralizagao e formarem compostos 
insoluveis, podem ocorrer perdas do analito por adsorgao ou coprecipitagao. Um exemplo e o da analise de 
arsenio, por metodo colorimetrico, em que pode haver interference de enxofre 

• O acido empregado nao deve reagir com o recipiente utilizado na mineralizagao. Por exemplo, o acido 
fluoridrico nao deve ser utilizado em vidro ou quartzo, e o acido sulfurico concentrado, tendo um alto ponto de 
ebuligao (339°C), pode derreter a maioria dos plasticos, inclusive o Teflon® PFA utilizado na mineralizagao por 
micro-ondas. 

Os agentes oxidantes mais utilizados na digestao da maior parte das matrizes sao: 1 

• Acido nitrico: um agente oxidante, que durante a mineralizagao facilita a volatilidade dos produtos de reagao 
formados pelos compostos organicos presentes na matriz; os sais metalicos remanes cent es, com algumas 
excegoes, sao facilmente soluveis. Em razao de suas propriedades fisico-quimicas, o excesso de acido presente 
pode ser removido quase completamente no final do processo de digestao. Este acido, facilmente purificado por 
destilagao, contem baixos niveis de contaminantes, em comparagao com outros reagentes usados na digestao de 
materia organica. Ele apresenta a eventual desvantagem de formar compostos nitrosos, passiveis de 
decomposigao apenas em altas temperaturas, o que pode acarretar a perda do analito. Outra desvantagem e o fato 
de necessitar de um condensador de refluxo se a digestao for realizada em sistemas abertos desprovidos de um 
condensador de refluxo 

• Acido perclorico: e considerado um excelente agente oxidante, e tende a ser usado concentrado e em altas 
temperaturas. Em fungao do seu potencial explosivo, e utilizado diluido com o acido nitrico, ou outro similar, e 
exige cuidados na sua manipulagao, evitando que as solugoes que o contenham sejam levadas a secura. E 


necessario ter atengao para o fato de este acido normalmente conter altos nlveis de contaminantes, exceto 
quando na forma mais pura 

• Permanganate de potassio: e utilizado em seu maior grau de pureza no processo de digestao por via umida, na 
detenu inagao de mercurio total. Com relagao a sua capacidade de oxidagao, pode ser comparavel aos acidos 
fortes e ao peroxido de hidrogenio; contudo, o uso simultaneo aos acidos oxidantes deve ser evitado, devido a 
possibilidade de explosao, como no caso da formagao de Mn 2 0 7 

• Peroxido de hidrogenio: forte agente oxidante amplamente utilizado em processos de mineralizagao; costuma ser 
utilizado acompanhado de um acido mineral, como o acido nitrico, formando agua e gas carbonico como 
subprodutos de reagao com a materia organica. O excesso do reagente e facilmente eliminado da solugao por 
destilagao. Ao contrario do acido nitrico, apresenta baixo grau de contaminantes; no entanto, por ser altamente 
reativo, pode ocasionar a formagao de compostos explosivos. 

Os agentes solubilizantes e neutralizantes facilitam o processo de digestao e, portanto, sao usados como 
coadjuvantes. Os reagentes mais usados com esta finalidade sao: 

• Acido cloridrico: possibilita a solubilizagao e a neutralizagao da materia organica, pois forma compostos 
bastante soluveis. Os residuos deste acido sao eliminados facilmente, uma vez que apresenta baixo ponto de 
ebuligao. Este solubilizante pode ser encontrado comercialmente com graus de pureza definidos 

• Acido sulfurico: usado como solubilizante de diversas matrizes organicas, apresentando ainda, em alta 
temperatura, propriedades oxidativas, alem de caracteristicas desidratantes. O remanescente do acido sulfurico 
em solugao deve ser eliminado por neutralizagao com solugoes alcalinas. No entanto, esta etapa pode acarretar a 
contaminagao da amostra. Este acido e comercializado com alto grau de pureza 

• Amonia: frequentemente utilizada para neutralizar solugoes acidas apos o processo de digestao. O excesso de 
amonia pode ser facilmente eliminado por evaporagao. 

Os reagentes comumente utilizados nos processos de dissolugao ou digestao de diferentes matrizes sao: agua para 
sais soluveis; acidos diluidos para residuos de amostras mineralizadas por via seca; acidos concentrados como, por 
exemplo, acido nitrico para metais e ligas de dificil oxidagao, ago e oxidos metalicos; acido concentrado adicionado 
de agentes oxidantes para metais, ligas, solo, material particulado em analises ambientais, minerals e vegetais. 1 

Nos casos de amostras nao serem bem digeridas utilizando-se apenas acido nitrico, ou acido nitrico seguido de 
acido cloridrico, pode-se utilizar um tratamento com acido sulfurico. Assim, adiciona-se uma mistura 2:1 de acido 
sulfurico e acido nitrico, sendo que este ultimo pode ser adicionado mais vezes a amostra, ate que a solugao fique 
limpida. Muitas vezes, e necessario esfriar a amostra, diluir com agua, aquece-la para dissolver alguns sais e filtra- 
la. Feito isso, a amostra estara pronta para ser lida no equipamento de escolha. 1 

Na mineralizagao por via umida de diferentes substratos, utilizam-se concomitantemente diversos acidos e 
adjuvantes, em busca da melhor digestao da amostra. 

As misturas mais comuns de reagentes nas tecnicas de mineralizagao por via umida sao: 1 

• Acido nitrico/peroxido de hidrogenio: os dois compostos sao oxidantes; formam-se nitratos soluveis e nao 
ocorrem compostos metalicos volateis 

• Acido nitrico/acido sulfurico: o agente oxidante e o acido nitrico, e o acido sulfurico tern efeito desidratante, 
promovendo a formagao de NO + e N0 2+ , que sao fortes agentes oxidantes. O acido sulfurico propicia a reagao 
em temperaturas mais altas, o que favorece a decomposigao de compostos nitrosos, alem de lhe conferir 
propriedades solubilizantes 

• Permanganate de potassio/acido nitrico/acido sulfurico: como ja colocado anteriormente, o uso de permanganate 
de potassio e restrito a analise de mercurio. No processo de digestao, todo o mercurio e levado a sua forma 
inorganica, geralmente estando presente na forma ionica. O restante da matriz organica fica parcialmente 
solubilizado, indicando a necessidade de adigao de mais solugao acida oxidante. Esse processo requer algum 
cuidado devido a alta volatilidade do mercurio 

• Acido nitrico/acido sulfurico/acido perclorico: mistura bastante utilizada para a digestao de matrizes que 
contenham gordura. 


Existem muitas outras misturas e combinagoes, as quais devem ser consideradas caso a caso, em fungao das 
caracteristicas da matriz e do element® que se deseja analisar. 

■ Mineralizagao por via seca 

Este tipo de mineralizagao necessita de altas temperaturas e do oxigenio do ar atmosferico como agente oxidante 
para auxiliar a transformagao da materia organica. 

A tecnica requer a secagem da amostra sobre uma fonte de calor que pode ser uma resistencia eletrica ou um bico 
de gas. Apos ter sido carbonizada a maior parte da materia organica e a amostra nao mais apresentar produgao de 
fumaga espessa (o que indica formagao de agentes pirolisados), transfere-se cuidadosamente o recipiente que a 
contem para uma mufla, a qual deve estar com a temperatura entre 400 e 550°C, indicada para nao haver perda 
maior de parte dos elementos metalicos. E critico o controle da temperatura na determinagao de chumbo, a qual nao 
deve ultrapassar 550°C em nenhuma hipotese. Essa via de mineralizagao nao deve ser empregada na analise de 
mercurio, pois seus compostos sao volateis as temperaturas inferiores a 400°C; o mercurio reduzido e quando 
reduzido a sua forma metalica pode se evaporar lentamente mesmo a temperatura ambiente. E possivel utilizar 
reagentes oxidantes auxiliares com a finalidade de acelerar a oxidagao (p. ex., nitrato de magnesio) e evitar a 
volatilizagao de certos compostos (p. ex., acido sulfurico, pois cloretos relativamente volateis como os de chumbo, 
de cadmio e de sodio podem ser convertidos em sulfatos com pontos de ebuligao superiores). 1 

Varias podem ser as fontes de erro nesse tipo de mineralizagao, podendo ter origem em varios pontos do 
processo. Um dos problemas e o ja citado controle da temperatura para evitar a perda dos elementos volateis. 

Outro fator e o recipiente em que a amostra vai ser mineralizada. Se forem utilizados cadinhos de porcelana, os 
alcalis da matriz podem reagir com a porgao vitrea do recipiente, produzindo compostos que podem interferir no 
analito. Em recipientes metalicos, pode haver a formagao de ligas, embora isso seja raro. 3 

Se houver uma limitagao da quantidade de oxigenio para a queima se efetuar (geralmente no inicio da reagao), 
alguns ions metalicos podem ser reduzidos a elementos que, na maioria das vezes, sao mais volateis. Portanto, para 
que o ar tenlia livre acesso, os cadinhos nao podem estar cobertos. 2,3 

Nesse tipo de mineralizagao, tambem e necessario ser feito um branco dos reagentes envolvidos no processo, 
principahnente quando sao adicionados adjuvantes. 

Existem outros tipos de mineralizagao por via seca, envolvendo o uso de oxigenio para a digestao da amostra em 
recipientes fechados preenchidos com o oxigenio. A amostra, devidamente pesada e contida em um pedago de papel, 
e presa em um suporte ligado a tampa do frasco de mineralizagao. No interior desse frasco, deve haver uma solugao 
para receber a amostra ja mineralizada. Uma vez o aparato estando pronto, preenche-se o frasco com oxigenio e 
queima-se a amostra ateando fogo no papel que a contem, tomando cuidado para introduzi-la rapidamente no 
interior do recipiente de mineralizagao e fechando-o para evitar perda do gas. Essa tecnica pode ser utilizada para 
determinagao de halogenios, enxofre, fosforo, mercurio, zinco, manganes, dentre outros. Pode ainda ser aplicada 
para analise de compostos separados por cromatografia em camada delgada, na qual a area apropriada e cortada da 
faixa de papel, e mineralizada diretamente no frasco. 2,3 

Recipientes e materiais utilizados para a mineralizagao 

Tanto para mineralizagao por via umida como por via seca, o material de laboratorio utilizado deve ser 
previamente testado, alem de passar por uma lavagem acida antes e apos o uso. Com relagao as caracteristicas desse 
material, ha uma grande e variada gama de possibilidades. Contudo, nessa escolha, deve-se ter em mente quais 
serao as condigoes da digestao que podem exigir material resistente e adequado as agressoes quimicas e fisicas que 
sofrera. 

Existem determinadas caracteristicas fundamentals: 3 

• Condutancia e resistencia ao calor 

• Resistencia mecanica 

• Resistencia a acidos e bases 

• Superficie adequada; ou seja, lisa e sem rachaduras 



• Inercia quimica em relagao a matriz e ao analito 

• Estabilidade para nao contaminar a amostra. 

Para a via urnida, geralmente sao utilizados cadinhos de quartzo (99,8% Si0 2 ), que tem a vantagem de apresentar 
uma superficie lisa, nao porosa e que nao se altera pelo uso repetitivo. E um material resistente a maioria dos 
acidos, exceto acido fluoridrico e acido fosforico concentrado. Nao e sensivel a mudangas de temperatura, 
suportando ate 1.200°C. Outros materials tambem sao utilizados, tais como: vidro de borossilicato (bequeres, 
erlenmeyers etc.), fibra de vidro, porcelana, plasticos como polietileno e politetrafluoroetileno (PTFE), dentre 
outros. 1 

Ja no caso da mineral izagao por via seca, e possivel utilizar capsulas de platina, que sao resistentes aos acidos 
inorganicos, sendo somente atacadas por acido fosforico concentrado a alta temperatura. Nao ha tendencia para 
formar ligas com outros metais, e apresenta ponto de fusao de aproximadamente 1.700°C; o que possibilita a 
utilizagao sem risco de modificagao em sua estrutura em temperaturas elevadas. Por outro lado, a platina pode ser 
dissolvida em misturas de acidos nitrico e cloridrico, ou acido nitrico que contenha cloretos, ou ainda em agua de 
bromo, o que impede o seu uso com esses reagentes. 1 Pelo fato de a platina ser um metal ductil, as capsulas feitas 
desse metal puro podem ser facilmente deformadas. Para minimizar esse problema, e possivel produzir cadinlios 
com uma liga platina com iridio, ouro ou rodio, os quais, quando presentes em pequena porcentagem, aumentam a 
sua resistencia mecanica. Tambem sao utilizados cadinhos de porcelana. Tal material, no entanto, e um condutor 
ruim de calor e muito sensivel a mudangas bruscas de temperatura, partindo-se facilmente, alem de poder ser uma 
fonte de contaminagao, pois, em torno de 600°C, ha formagao de carbonatos de metais alcalinos que reagem com a 
sua superficie, formando compostos posteriormente soluveis na presenga de acidos. 

Outros materials foram testados e podem ser utilizados, tais como titanio, ouro e prata; no entanto, seu uso e 
restrito devido ao alto custo desses metais. 

Para completar o processo de digestao da materia organica, sao necessarios, eventualmente, alguns equipamentos 
auxiliares, tais como: 1-3,5 

• Mufla: utiliza o oxigenio do ar como agente oxidante, e trabalha na faixa de 400 a 500°C; contudo, nao tem 
regulagem fina para a temperatura. Apresenta algumas desvantagens: devido a alta temperatura em que trabalha, 
pode ocorrer perda de metais volateis. Teoricamente, todos os metais importantes na toxicologia de alimentos, 
com excegao do mercurio, podem ser trabalhados por esta tecnica 

• Autoclave com copo de PTFE: consiste em um cone metalico dividido em duas partes rosqueadas, no interior 
do qual e colocado um fiasco de PTFE em que a amostra e a mistura acida sao trabalhadas. Seu uso baseia-se 
na possibilidade de trabalho com alta pressao interna por aquecimento. Como fatores limitantes: a tomada de 
ensaio da amostra e o volume de reagentes que podem ser adicionados; pois, caso contrario, a pressao pode ser 
maior que o limite de resistencia, provocando ruptura na forma de uma explosao perigosa 6 

• Forno de micro-ondas: as amostras, juntamente com um ou mais reagentes, e colocada em um copo de PTFE 
fechado, o qual e posteriormente submetido a um campo de micro-ondas no interior do forno. O fomo e 
adaptado para essa finalidade, com a vantagem de poder ou nao estar sob pressao. 2 7 Esse procedimento e rapido 
e muito seguro quanto a evitar contaminagoes. 

■ Forno de micro-ondas na mineraliza^ao por via umida 

O forno de micro-ondas apresenta uma fonte de energia eletromagnetica na regiao das micro-ondas que provoca 
movimentos moleculares pela migragao de ions e rotagao dos dipolos eletromagneticos da estrutura molecular, nao 
causando, contudo, mudangas estruturais nas moleculas. 12 X 9 

Quando um material absorve energia na regiao espectral das micro-ondas, ele tem sua temperatura aumentada. O 
ritmo do aumento da temperatura depende da perda do fator dieletrico do material que esta sendo aquecido. Esse 
fator indica a capacidade de o material, a uma dada temperatura, absorver energia de uma certa frequencia. O termo 
“perda” indica a quantidade de energia de micro-ondas aplicada que e transformada da amostra pela sua conversao 
em calor. 

A faixa espectral das micro-ondas esta entre os comprimentos de onda do infravermelho do espectro 
eletromagnetico e das ondas curtas de radio, 9 aproximadamente entre as regioes de 2 x 10 4 e 10 m de comprimento 


de onda. 

O percurso livre medio de penetragao das micro-ondas e praticamente infinito nos materials transparentes a ela 
(p. ex., o vacuo). Passa a ser quase zero nos metais refletores e apresenta penetrates variaveis na maioria dos 
materials que a absorvem, como e o caso da agua. 9 A capacidade de a radiagao das micro-ondas atravessar vidros e 
plasticos, nao reagindo com esses materials, faz com que nao haja aquecimento direto desses. Em uma chapa de 
aquecimento, a energia (calor) precisa ser primeiramente aplicada no frasco, e somente entao e transferida para a 
amostra em seu interior. No caso do forno de micro-ondas, a energia e aplicada diretamente no conteudo do frasco, 
ate a energia de ativagao necessaria para dar inicio as reagoes de mineralizagao. 

Em geral, ha dois mecanismos de absorgao de micro-ondas pelos liquidos: a condutancia ionica e a rotagao do 
dipolo. Esses dois mecanismos podem ocorrer isolada ou concomitantemente. 

A condutancia ionica consta da migragao conduzida de ions dissolvidos, no campo eletromagnetico aplicado. O 
deslocamento dos ions causa colisoes com as moleculas vizinhas, aumentando a energia cinetica do meio e, 
consequentemente, a sua temperatura. 9 Os parametros que podem afetar a condutancia ionica sao: concentragao dos 
ions, sua mobilidade e a temperatura da solugao. Toda solugao ionica tern pelo menos duas especies ionicas, e cada 
uma conduz corrente de acordo com sua concentragao de mobilidade. 12 

A rotagao do dipolo refere-se ao alinhamento, devido ao campo eletrico, das moleculas da amostra que tenham 
momentos de dipolo permanente ou induzido. Sob agao do campo de micro-ondas, os dipolos sao orientados; com a 
interrupgao do campo, eles perdem a orientagao, entrando em movimento desordenado, com choques moleculares 
entre si e consequente dissipagao de energia cinetica na forma de calor. A rotagao do dipolo provoca a 
movimentagao das moleculas ate que elas colidam com as suas vizinhas. Essas colisoes aumentam a energia 
cinetica do meio e, consequentemente, a sua temperatura pelo processo ja mencionado. O ritmo de rotagao do dipolo 
depende principalmente da viscosidade do liquido. Quando um liquido e aquecido, a sua viscosidade diminui, 
afetando o seu aquecimento. 9 

A digestao via umida em um fomo de micro-ondas pode ser realizada com os frascos abertos ou fechados. A 
utilizagao do sistema fechado tern inumeras vantagens: 3 9 

• Alcanga temperaturas mais elevadas pelo fato de o ponto de ebuligao do acido aumentar pela pressao produzida 
no interior do frasco. Com o aumento da temperatura, o tempo necessario para mineralizagao diminui 

• Elimina a chance de perda de analitos volateis, pois nao ha, em boas condigoes de trabalho, perda de vapor 

• Requer menos acido, pois nao ha perda deste por evaporagao durante o processo. Consequentemente, o volume 
do “diluente” nao precisa ser ajustado periodicamente, evitando tambem contaminagao 

• Os vapores produzidos pelo processo permanecem dentro dos frascos, nao havendo necessidade de cuidados 
especiais a respeito de como elimina-los caso apresentem riscos toxicologicos 

A possibilidade de contaminagao externa e eliminada ou substancialmente reduzida. 

Como exposto anteriormente, os frascos sao feitos de um material que possibilita a passagem de radiagao, sem 
que sejam afetados por ela. Esses materials podem ser dos mais diferentes tipo, sendo utilizados: PTFE, 
poliestireno, quarzto fundido, vidro e Teflon® PFA (marca registrada da DuPont para tetrafluoroetileno com uma 
cadeia lateral alcoxifluoretada), sendo este ultimo o mais aplicado por ser resistente a maioria dos acidos, com 
excegao do acido fosforico e acido sulfurico concentrado, os quais tern ponto de ebuligao acima do ponto de fusao 
do Teflon® PFA (aproximadamente 306°C). 9 

Concentragao e extra^ao do analito 

Na analise de certos metais como o chumbo e o cadmio, podem ser utilizadas tecnicas para concentrar e retirar o 
analito do meio ja mineralizado em que se encontra. Alguns elementos quimicos necessitam ser quelados antes da 
extragao e, para tanto, certas propriedades dos agentes quelantes devem ser respeitadas. A principal delas e com 
relagao ao pH em que se encontra o meio, pois ha um valor otimo que deve ser mantido para que a reagao ocorra de 
maneira eficiente. 

Os agentes quelantes mais comumente utilizados sao: dietilditiocarbamato de sodio, difeniltiocarbazona (ditizona) 
e pirrolidinaditiocarbamato de amonio. Apos essa etapa, o analito quelado pode entao ser extraido por um solvente 



organico, tambem devendo ser respeitado o pH ideal para o bom andamento do processo. Metilisobutilcetona, eter 
dietilico e 8-quinolinol sao alguns exemplos desse tipo de solvente. Outras tecnicas para separagao e concentragao 
podem ser citadas, tais como precipitagao, volatilizagao, eletrodeposigao e troca ionica. 12 

Tecnica de identifica^ao e quantificacao do analito 

Existem varias tecnicas para identificar e quantificar metais. Em geral, quando a finalidade da analise e 
qualitativa, segue-se a classica marcha para a pesquisa de cations e anions. Para a quantificagao, a escolha da 
tecnica e do equipamento envolve varios fatores que incluem desde numero de amostras que serao analisadas, 
adequagao tecnica do pessoal disponivel e tempo gasto na execugao, ate parametros referentes a sensibilidade do 
equipamento em fungao da necessidade. Ate 1960, as tecnicas espectrofotometricas e polarograficas eram as mais 
utilizadas; no entanto, com o rapido desenvoivimento da espectrofotometria por absorgao atomica, houve um 
declinio no seu uso. A tecnica de absorgao atomica pode ser de dois tipos: com ou sem chama. 

Quando a fonte de energia para quebra das moleculas nao for a chama, ela sera proveniente do aquecimento de 
um tubo de grafite recoberto piroliticamente, que e denominado forno de grafite. Outras tecnicas utilizadas para 
analise de metais sao: fotometria de chama, fluorescencia de raios X, cromatografia a gas apos complexagao do 
analito e espectroscopia por emissao de plasma induzido (ICP), o qual pode estar acoplado a um espectrometro de 
mass a. 1 2 3 4 

Caracteristicas das analises toxicologicas de metais 

Independentemente de qual seja o tipo de analise toxicologica, para sua execugao, as etapas na amostragem 
devem ser seguidas. 

■ Amostragem 

Sendo o analito um metal e a matriz, por exemplo, um alimento, a amostragem depende de varios fatores, dentre 
os quais: distribuigao do analito pelo alimento (verificar se e homogenea; caso contrario, podera originar 
amostragem falsamente positiva ou negativa); tipo de embalagem que envolve o alimento; material utilizado para 
coleta; recipiente para acondicionamento que nao contamine a amostra; estado fisico do alimento (liquido, grao, po, 
pasta). 

Com relagao a homogeneizagao, e muito importante que seja bem feita, pois dela depende a fidelidade do 
resultado. A homogeneizagao pode ser realizada com o auxilio de instrumentos, tais como liquidificador, mixer, 
turbula, agitador de alta rotagao tipo Polytron® e moi nh os. Uma serie de cuidados deve ser tomada quanto a 
contaminagao da amostra durante o processo de homogenenizagao. Todos os aparelhos utilizados devem ser 
previamente descontaminados, de modo a garantir a ausencia do metal de interesse. 12 

As amostras em pedagos sao as que devem passar por um processo de homogeneizagao mais intenso, pois 
necessitam ser trituradas ou amassadas para que seus pedagos possam ser reduzidos a massa fina e homogenea. 
Muitas vezes, e recomendado um tratamento acido antes da trituragao em um Polytron®. E muito importante 
homogeneizar uma quantidade suficiente de amostra para que dela possam ser retiradas todas as tomadas de ensaio 
para a execugao das analises. No caso de amostras instaveis, que tendem a se separar em fases, e imprescindivel 
uma mistura de seus componentes antes da retirada das tomadas de ensaio. 12 
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Capitulo 21 

Outros Metodos de Preparo de Amostras 


Eduardo Costa de Figueiredo 


Introdu^ao 

Na analise de toxicantes e metabolites, outros metodos de preparo de amostras biologicas e nao biologicas vem 
ganhando destaque. Alguns sorventes especificos usados em extragao em fase solida se destacam como os materials 
de acesso restrito (RAM, restricted access material) e os polimeros de impressao molecular (MIP, molecularly 
imprinted polymers). Por outro lado, tecnicas miniaturizadas das extragdes em fase solida tern apresentado 
vantagens em relagao as tecnicas originais como, por exemplo, a extragao sortiva em barras de extragao (SBSE, stir 
bar sorptive extraction) e a microextragao por sorvente empacotado (MEPS, microextraction by packed sorbent). 
Por fim, quando o objetivo e retirar exaustivamente algum analito, principalmente de amostras solidas, a tecnica de 
extragao em fluido supercritico (SFE, supercritical fluid extraction) tern se destacado. 

Materials de acesso restrito 

A injegao direta de fluidos biologicos em um sistema cromatografico e praticamente inviavel, haja vista que as 
proteinas podem causar danos iiTeversiveis, principalmente a coluna analitica. Nesse sentido, procedimentos 
devotados a retirada dessas proteinas das amostras sao indispensaveis como, por exemplo, o emprego de agentes 
precipitantes ou o uso de cartuchos de extragao em fase solida capazes de reter tais proteinas (cleanup). A 
precipitagao e um procedimento moroso e que modifica muito a composigao quimica da amostra, ao passo que 
quando sorventes convencionais sao empregados, as proteinas sao normalmente retidas de modo irreversivel, 
impossibilitando a reutilizagao de tais sorventes. Uma alternativa a esses problemas sao os materials de acesso 
restrito (RAM, restricted access material). 

Os RAM sao sorventes capazes de reter moleculas de baixo peso molecular e, ao mesmo tempo, excluir 
macromoleculas como as proteinas. 1 Seu emprego em preparo de amostras tern sido vantajoso, no sentido de que os 
fluidos proteicos (p. ex., plasma, soro, leite etc.) podem ser diretamente percolados por uma coluna RAM sem 
nenhuma etapa previa de preparo. As macromoleculas sao incapazes de se ligar a superficie do RAM que esta 
quimicamente protegida com grupamentos hidrofilicos, ao passo que somente os analitos de baixo peso molecular 
conseguem acessar os sitios internos (hidrofobicos) contidos dentro dos poros do sorvente. 1 Apos a extragao, os 
analitos sao eluidos para um sistema cromatografico, em que sao separados e analisados. As colunas RAM 
combinam assim os principios da cromatografia de exclusao e de fase reversa para produzir uma cromatografia de 
“superficie discriminante”. 2 A Figura 21.1 apresenta um esquema do mecanismo de exclusao por barreira fisica e 
barreira quimica de uma coluna RAM. 

As colunas RAM tern sido amplamente empregadas em analises quimicas, especialmente de farmacos e de seus 
metabolites, em diversos tipos de material biologico, sendo usadas no modo simples ou bidimensional de analise. 

No modo simples, as amostras biologicas sao injetadas diretamente, os interferentes sao excluidos e os analitos 





permanecem retidos, sendo postedormente removidos por eluigao gradiente. 1 Ou seja, as colunas RAM sao usadas 
simultaneamente como colunas extratora e analltica. Entretanto ha dificuldades para se trabalhar no modo simples, 
como a intensa absorgao dos componentes da matriz, a flutuagao da linlia de base e a presenga de interferentes que 
podem ser coeluldos com os analitos. 

O modo bidimensional ( column switching ) envolve o acoplamento de duas colunas com diferentes modos de 
separagao (coluna RAM e coluna analltica), escolhidas em fungao das propriedades dos compostos a serem 
analisados. A coluna RAM funciona como uma fase extratora que recebe a amostra bruta. Os interferentes 
(macromoleculas) sao excluidos e os analitos sao sorvidos e, em seguida, transferidos para a coluna analltica em 
que ocorre a separagao cromatografica. 

As fases de acesso restrito sao classificadas em dois grupos: de superficie bimodal e de superficie unimodal. 

As fases de superficie bimodal sao caracterizadas pela presenga de uma regiao externa hidrofilica e uma interna 
hidrofobica. Neste grupo, estao as de fase hidrofobica imobilizadas com proteinas, das mais utilizadas na analise de 
farmacos de material biologico como, por exemplo, a silica recoberta com albumina bovina (RAM-BSA, restricted 
access material-bovine serum albumin):' Entre outras, podem ser citadas: as ISRP ( internal surface reversed- 
phase ), que apresentam a superficie interna dos poros da silica revestida com glicil-L-fenilalanil-fenilalanina 
(hidrofilica) e a externa recoberta com o ligante glicila (hidrofilica); as ADS {alkyl-dial silica), que apresentam 
grupos diol na superficie externa (hidrofilica) e grupos alquila ligados a silica na face interna (hidrofobica); e as 
SPS ( semi-permeable surface), em que a superficie e uma fase reversa (C8 ou Cl8) recoberta por um polhnero 
hidrofilico, o polioxietileno. 4 
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Figura 21.1 Mecanismo de exclusao dos materiais de acesso restrito (RAM, restricted access material) com base 
em barreira fisica e barreira quimica. 




As fases de superficie unimodal apresentam ambas as superficies de silica com caracteristicas hidrofilicas e 
hidrofobicas, com as fases MMP/MFP ( mixed-mode phase/mixedfunction phase) e as SHP ( shielded hydrophobic 
phase). Essas fases podem ser obtidas, por exemplo, pela ligagao aos poros da silica, tanto infernos quanto 
externos, de polimeros de polioxietileno (regiao hidrofllica) contendo grupos aromaticos dissubstituidos 
(hidrofobicos). 4 

As colunas RAM tern sido aplicadas na analise de farmacos de materiais biologicos. Mais detalhes a respeito de 
sua obtengao e utilizagao podem ser obtidos nos trabalhos de revisao de Souverain et al. (2004)' e Yang et al. 
(2013). 6 Algumas aplicagoes de RAM no carnpo das analises toxicologicas sao apresentadas no Quadro 2f. f. 

Polimeros de impressao molecular 

Os mecanismos de reconhecimento molecular de alguns processos biologicos (p. ex., interagoes enzima- 
substrato, antigeno-anticorpo e farmaco-receptor) tern inspirado o desenvolvimento de materiais sinteticos 
seletivos. Nesses sistemas, as biomoleculas apresentam sitios receptores capazes de se ligar seletivamente a uma 
dada molecula, na presenga de seus analogos estruturais. Assim, a extragao seletiva de uma molecula contida em 
uma matriz complexa poderia ser obtida se fosse empregado um sorvente dotado de sitios seletivos. Nesse sentido, 
a primeira tentativa foi imobilizar quimicamente anticorpos em uma fase solida, geralmente silica porosa. 15 Esses 
materiais foram denominados de imunossorventes, e tern sido empregados na extragao em fase solida de moleculas 
especificas. 15 Contudo, algumas desvantagens desses materiais se destacam, tais como custo elevado, necessidade 
de purificagao, dificuldade de obtengao e instabilidade. Devido a essas limitagoes, os anticorpos tern sido 
substituidos por sorventes sinteticos com o mesmo grau de reconhecimento molecular; ou seja, a mesma 
seletividade. Esses sorventes, comumente chamados de polimeros de impressao molecular (MIP), apresentam 
cavidades com tamanho e formato complementar a uma dada molecula, conferindo-lhes capacidade de 
reconhecimento molecular (Figura 21.2). 16,17 Alem disso, essas cavidades apresentam sitios de ligagao capazes de 
estabelecer interagoes favoraveis com a molecula de interesse. 16,1 

A principal metodologia de sintese de MIP e comumente denominada polimerizagao em bulk. l% { 9 A reagao ocorre 
em um meio homogeneo (todos os reagentes se solubilizam no solvente), e o resultado da sintese e um monolito, 
que deve ser triturado e tamisado para a selegao de particulas de tamanho apropriado. O Quadro 21.2 apresenta um 
modelo de sintese em bulk de um MIP seletivo a acido trans,trans-mucomco (metabolito urinario do benzeno). 20 21 
A Figura 21.3 apresenta o esquema generico da sintese de um MIP. 

Ainda que menos importante em muitas aplicagoes, a remogao quantitativa do molde do complexo e crucial para 
aplicagao em extragao em fase solida (SPE, solid phase extraction) - quanto melhor a extragao, maior o numero de 
sitios para ligagao dos analitos da amostra e menor o risco de sangramento do polimero quando da extragao das 
amostras. A extragao completa requer lavagens sucessivas com solventes de elevado poder de diluigao, como 
metanol, contendo acidos ou bases. 22 


Quadro 21.1 Exemplos de trabalhos que empregam colunas com material de acesso restrito (RAM) no prepare de amostras em analises 
toxicologicas. 


Analito 

Amostra 

Tecnica cromatografica 

Coluna (RAM) 

Referenda 

Anti-inflamatorios nao 

Soro 

CLAE-UV 

ADS 

7 

esteroidais 





Disruptores endrocrinos 

Mel 

CLAE-EM/EM 

ADS 

8 

Carbamazepina 

Leite materno 

CLAE-IT-EM/EM 

RAM-BSA 

9 

Interferona 

Plasma 

CLAE-F 

RAM-BSA 

10 


CLAE-UV RAM-BSA 11 


Fluoxetina 


Plasma 



Triptofano 

Suco gastrico 

CLAE-UV 

SPS 

12 

Topotecana 

Soro 

CLAE-UV 

MFP 

13 

Sulfonamidas 

Ovo 

CLAE-UV 

SHP 

14 


CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiencia com detector de ultravioleta; CLAE-EM/EM: cromatografia liquida de alta eficiencia 
acoplada a espectrometria de massas; CLAE-1T-MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiencia-/oM-/ra/>-espectrometria de massas; ADS: 
alk\’l-diolsilica ; RAM-BSA: restricted access material-bovine serum albumin ; SPS: semi-permeable surface', MFP: mixed-function phase', 
SHP: shielded hydrophobic phase. 




Figura 21.2 Esquema evidenciando a capacidade de reconhecimento molecular dos polimeros de impressao 

molecular (MIP). 


Quadro 21.2 Modelo de si'ntese de um poh'mero de impressao molecular (MIP) seletivo a acido fra/rs^ra/rs-rnuconico. 20,21 


Reagentes 


Acido trans, trnns- 
muconico (molecula 
modelo) 

2 mmol 



4-vinilpiridina 

(monomero 



Etilenoglicol 
dimetacrilato 
(agente de ligagao 
cruzada) 

40 mmol 



Metanol (solvente) 



11 m£ 


Azobisiso-butironitrila 

(iniciadorradicalar) 

1,5 mmol 







funcional) 

8 mmol 

Metodologia de (1) Adicionar em uma ampola de si'ntese (vidro) o acido fra/rs,fra/75-muc6nico, a 4-vinilpiridina e o metanol e sonicar por 30 min 

rfntpcp 

(2) Em seguida, adicionar o etilenoglicol dimetacrilato e a azobisiso-butironitrila 

(3) Borbulhar N 2 por 20 min e manter a ampola de si'ntese selada em banho aquecido a 60°C por 24 h 

(4) Quebrar a ampola de si'ntese e secar completamente o monolito em estufa (temperatura de. 60°C) 

(5) Triturar o monolito e selecionar parti'culas entre 75 e 106 mm 

(6) Transferir cerca de 500 mg do MIP para urn cartucho de extragio em fase solida e percolar cerca de 10frames de 5 m£ de uma 
solugio 9:1 (v/v) de metanohacido acetico 

(7) Secar o MIP e empregar na extragio em fase solida de acido tmns,trans-mucmco 


MM 


o9Jo 

oo°o° 


MF 


Complevagao 


Sftio 

selctivo 
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0-0 


0-0 


0-0 


0-0 


0-0 
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Figura 21.3 Esquema generico da sintese de um polimero de impressao molecular (MIP). ALC: agente de ligagao 
cruzada; MF: monomeros funcionais; MM: molecula modelo. 

Apos a sintese e a lavagem do MIP, os novos sitios de reconliecimento molecular sao liberados para futuras 
inter agoes com outras moleculas do analito presentes em matrizes divers as. 2, 

O principio de preparagao do MIP e bastante simples. No entanto, sem a adequada combinagao dos constituintes 
da reagao, bem como o tipo de procedimento usado na sintese, o polimero resultante pode apresentar caracteristicas 
indesejaveis quanto a uniformidade das particulas e dos sitios seletivos. 

O monomero funcional (MF) e selecionado com base nas caracteristicas da molecula modelo (MM). Em geral, 
monomeros funcionais de natureza basica sao empregados para moleculas modelo de carater acido e vice-versa. O 
acido metacrilico (AMA) e a 4-vinilpiridina (4-VP) sao os monomeros funcionais mais empregados na sintese de 
MIP seletivos a moleculas acidas ou basicas, respectivamente. Os MIP, em sua maioria, interagem com as 
moleculas modelo por interagoes nao covalentes (fracas). Assim, geralmente se emprega uma proporgao de 
monomeros funcionais pelo menos 4 vezes maior que de moleculas modelo. Essa maior proporgao tende a deslocar 





o equilibrio no sentido de formagao do complexo MF-MM, aumentando a densidade superficial de sitios 
seletivos. 24 A quantidade de agente de ligagao cruzada tem influencia direta na densidade da rede polimerica. 
Assim, uma grande quantidade desse agente pode resultar em polimeros muito rigidos e com pouca flexibilidade, 
dificultando a entrada e a retirada das moleculas modelo dos sitios seletivos (pouco flexiveis). Por outro lado, ao 
empregar pequena quantidade de agente de ligagao cruzada, os polimeros resultantes geralmente sao muito flexiveis 
e notadamente pouco seletivos, visto que os sitios seletivos podem se adaptar a outras moleculas estruturalmente 
diferentes da MM. Como regra geral, tem sido preconizada uma proporgao de agente de ligagao cruzada 4 a 10 
vezes maior que a de monomeros funcionais. 24 O etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e o agente de ligagao 
cruzada mais empregado em sinteses de MIP. 

A principal fungao do solvente na sintese e solubilizar todos os reagentes e possibilitar a formagao de poros no 
polimero (solvente porogenico). Alem disso, o ideal e que o solvente nao cause nenhum tipo de perturbagao na 
formagao e estabilidade do complexo MF-MM, sendo preferencialmente empregados os solventes aproticos, 
apolares e de baixa constante dieletrica, como o cloroformio. 19,2 Solventes que nao atendem a todas essas 
caracteristicas tambem podem ser empregados, como no caso do metanol usado na sintese do acido trails, trans- 
muconico, que e praticamente insoluvel em solventes apolares (Quadro 21.2). Metanol e acetonitrila tem sido boas 
opgoes no caso de sintese de MIP seletivos a moleculas polares como os metabolites de farmacos e toxicantes. 

A fungao do iniciador radicalar e criar radicais livres capazes de iniciar e manter a reagao de polimerizagao. Esses 
iniciadores costumam ser termossensiveis e/ou fotossensiveis, quando a reagao e iniciada pela incidencia de calor 
ou radiagao ultravioleta, respectivamente. 14 24 A 2,2’-azobisiso-butironitrila e o iniciador radicalar mais empregado 
em sintese de MIP. 

Alem da seletividade, os MIP demonstram vantagens em relagao aos imunossorventes quanto a estabilidade 
quimica, capacidade de adsorgao e reprodutibilidade no preparo do polimero. 

O uso dos MIP, como material sorvente em SPE, vem ganhando destaque em razao de sua maior seletividade em 
relagao aos demais sorventes rotineiramente usados, como a silica revestida de octadecila; alem disso, os MIP sao 
mais estaveis do que os imunossorventes. Na SPE, ocorre a percolagao da amostra no MIP contido em cartuchos, 
ficando o analito retido seletivamente. Ao se usarem amostras complexas, e necessaria uma etapa de limpeza (ou 
lavagem) com solvente adequado para a extragao das especies interferentes, retidas por interagoes nao especificas (e 
ocasionadas geralmente pelo excesso de MF usado na sintese). O analito e, entao, eluido na ausencia de 
interferentes. Os MIP tambem apresentam alta capacidade de retengao de analitos, o que lhes confere boa 
capacidade de pre-concentragao. 2 

Algumas aplicagoes de MIP nas analises toxicologicas sao mostradas no Quadro 21.3. 

Apesar da alta seletividade dos MIP, macromoleculas presentes nas amostras (tais como proteinas e lipidios) sao 
fortemente adsorvidas nas superficies polimericas, interferindo negativamente nas propriedades de reconhecimento 
molecular. 111 Por outro lado, os RAM apresentam uma excelente capacidade de eliminar macromoleculas; no 
entanto, em contrapartida, nao apresentam seletividade quando se avaliam moleculas de baixo peso molecular. ' 
Nesse contexto, Haginaka et al. (1999)’ propuseram um novo material capaz de reter seletivamente um dado 
analito e, ao mesmo tempo, excluir as macromoleculas. Esse material foi denominado polimero de impressao 
molecular restrito a ligagao com macromoleculas (RAMIP, restricted access macromolecules imprinted polymer). 

A principal estrategia para a obtengao de RAMIP e adicionar a sintese um reagente de carater hidrofilico, capaz 
de tornar a superficie externa do polimero mais hidrofilica, a ponto de impedir as ligagoes com 
macromoleculas f 84 ' Outra estrategia foi proposta por Moraes et al. (20 1 3), 44 que promoveram, com sucesso, o 
recobrimento de MIP com albumina de soro bovino (BSA), obtendo, assim, um RAMIP biocompativel com 
amostras proteicas (RAMIP-BSA). 

Extragao sortiva com barras de agitato 

A extragao sortiva com barras de agitagao (SBSE) foi descrita por Baltussen et al. ( 1999). 1 A patente do 
produto foi feita pelo Prof. Pat Sandra, Belgica, e hoje e comercializado com exclusividade pela Gerstel-Agilent®, 
com o nome de Twister® (Figura 21.4). 

Na SBSE, a amostra aquosa e extraida mediante agitagao por um tempo determinado, com uma barra magnetica 



revestida com dado sorvente. A barra e posteriormente retirada da amostra, e os compostos absorvidos sao 
dessorvidos e conduzidos para a analise cromatografica. Trata-se de uma tecnica nao exaustiva baseada no 
equilibrio de partigao e com principio similar a SPME. A sorgao dos analitos ocorre no sorvente que recobre a 
barra de agitagao, sendo o polidimetilsiloxano (PDMS) o polimero mais empregado e disponivel 
comercialmente. 46 ' 47 O tamanlio da barra magnetica e de 10 a 40 mm, com espessura do filme entre 55 e 220 mm. O 
tempo de agitagao geralmente e entre 30 e 60 min, mas pode se estender por varias horas (dependendo da amostra e 
velocidade de agitagao). 4 

As variaveis da tecnica sao: modo de extragao (direto ou em headspace ), pH da amostra (apenas para os analitos 
em sua forma apolar, soluveis no PDMS), tempo de contato entre a barra e a amostra, efeito da adigao de sal e 
temperatura de extragao. A dessorgao dos analitos da barra pode ser termica (em analises por cromatografia gasosa) 
ou por meio de solventes organicos (quando analisados por CLAE). 4 

Entre as vantagens da SBSE, tem-se a grande capacidade de extragao, com limites de detecgao ate 1.000 vezes 
inferiores a microextragao em fase solida, o amplo intervalo linear, o baixo consumo de solventes e a possibilidade 
de automatizagao da dessorgao termica. Porem, algumas desvantagens podem ser apontadas, como a dificuldade 
para automagao total, a supressao pela matriz (plasma) e o tempo de analise que pode ser alto (especialmente para 
CLAE). 

O Quadro 21.4 apresenta algumas aplicagoes relevantes da SBSE na extragao de xenobioticos. 

Microextragao em sorvente empacotado 

A microextragao por sorvente empacotado (MEPS) e um formato miniaturizado da extragao em fase solida, 
empregado na extragao de volumes reduzidos de amostra (da ordem de 10 ml). 56 O dispositivo consiste no 
acoplamento de um minicartucho, contendo de 1 a 2 mg de sorvente, na extremidade de uma seringa de 100 a 250 
ml (Figura 21.5). Essa tecnica foi desenvolvida nos laboratories AstraZeneca® em Sodertalje, Suecia, em 
2003. 57,58 


Quadro 21.3 Exemplos de trabalhos que empregam polimeros de impressao molecular (MIP) no prepare de amostras em analises toxicologicas. 


Analito(MM) 

Mondmerofundonal 

Amostra 

Tecnica de 

separagao/analise 

Referenda 

Acido trnns, frans-muconico 

4-vinilpiridina 

Urina 

CLAE-UV 

20 

Fenotiazinas 

Acido metacrilico 

Urina 

EM 

26 

Cotinina 

Acido metacrilico 

Saliva 

CLAE-UV 

27 

Benzodiazepinicos 

Acido metacrilico 

Plasma 

MS 

28 

Dialquil fosfatos 

4-vinilpiridina 

Urina 

CG-EM 

29 

Loratadina 

Acido metacrilico 

Plasma 

CLAE-DAD 

30 

Sulfametoxazol 

4-vinilpiridina 

Leite 

CLAE-UV 

31 

Bisfenol-A 

4-vinilpiridina 

Mel 

CLAE-DAD 

32 

Triazois 

Acido metacrilico 

Suco de uva 

CG-EM 

33 

Troponina 

o-fenilenediamina 

Sore 

Voltametria 

34 

Doxicidina 

Pirrol 

Medicamentos 

Voltametria 

35 



CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia; UV: detector de ultravioleta; EM: espectrometria de massas; DAD: detector de arranjo de 
diodos; CG: cromatografia gasosa. 


o 



Figura 21.4 Esquema de uma extragao sortiva com barra de agitagao (SBSE). 

A principal diferenga da MEPS em relagao a SPE convencional e que o sorvente e acoplado diretamente na 
seringa e nao em uma coluna separada. Nesse caso, a sucgao e a injegao continua da amostra retem os analistos no 
sorvente. 1 ' Apos a extragao, a amostra e retirada completamente da seringa, e um solvente de eluigao e sugado para 
que haja a retirada dos analitos que serao inseridos no equipamento de analise. ' Nesse contexto, a seringa contendo 
o cartucho de MEPS pode ser acoplada em autoamostradores de CG ou de CLAE, sendo possivel promover o 
preparo da amostra no proprio sistema cromatografico, de maneira totalmente mecanizada. O mesmo cartucho de 
MEPS pode ser utilizado por ate 100 injegoes, ate mesmo para amostras complexas; diferentemente do que ocorre 
com cartuchos de SPE convencionais, os quais geralmente sao utilizados uma unica vez. 56 Outra vantagem e que a 
MEPS pode ser executada com volumes de amostra que variant de 10 a 1.000 m I, dependendo da detectabilidade 
requerida. 59 

Diversos sorventes tern sido empregados em MEPS, com destaque para silica modificada (C2, C8 e Cl8), 
resinas de troca ionica, nanotubos de carbono, polimero de poliestireno-divinilbenzeno, RAM e MIR 56 O Quadro 
21.5 apresenta algumas aplicagoes recentes em diferentes amostras e empregando diferentes sorventes. 

Extragao em fluido supercritico 

O fluido supercritico (FS) e o estado da materia acima da temperatura critica e da pressao critica, em que o vapor 
e o liquido tern a mesma densidade e o fluido nao pode ser liquefeito pelo simples aumento da pressao. O FS e 
extremamente eficiente em extragoes exaustivas, uma vez que associa a alta capacidade de solvatagao dos liquidos 
as propriedades de transporte dos gases. 67 A extragao com fluido supercritico (SFE) foi introduzida na decada de 
1940 para o estudo das propriedades de gases liquefeitos. 

A Figura 21.6 apresenta um esquema de um equipamento de extragao por fluido supercritico ideal. Na Figura 
21.6A, o gas carbonico e impulsionado pelo sistema sent pressurizagao e em temperatura ambiente; nessa situagao, 
os analitos nao sao retirados da amostra. Na Figura 21.6B, a bomba e acionada ao mesmo tempo que o restritor e 
fechado e o forno e aquecido; nessa situagao, forma-se o fluido supercritico, que extrai os analitos da amostra e os 













deposita no frasco coletor. 

Em SFE, o fracionamento pode ser feito por meio de mudanga de pressao e/ou da temperatura. Modificadores 
como metanol tambem podem ser empregados para mudar a seletividade de um fluido supercritico. Em comparagao 
com solventes liquidos, fluidos supercriticos apresentam viscosidades mais baixas e maiores coeficientes de 
difusao de solutos, o que facilita a transference de massa durante a extragao. Dentro de uma variedade de fluidos 
supercriticos, o C0 2 e o mais utilizado, pois e de baixo custo, relativamente nao toxico, nao inflamavel e tern, em 
comparagao com outros fluidos, baixa temperatura critica (31,3°C) e pressao critica (7,4 MPa), alem de ser 
facilmente removido apos a extragao, 68 


Quadro 21.4 Exemplos de trabalhos que empregam a extragao sortiva com barras de agitagao (SBSE) em prepare de amostras. 


Analito(mm) 

Recobrimento da barra 

Amostra 

Tecnica de 

separa;ao/analise 

Referenda 

Tiroxina 

PEG/PDMS 

Urina 

CLAE-UV/CLAE-ICP-EM 

48 

Serotonina 

PDMS 

Plasma 

CE-UV 

49 

Sulfonamidas 

PDMS 

Carnesuinaedefrango 

CLAE-EM/EM 

50 

Cafefna 

ADS 

Fluidos biologicos 

CLAE-UV 

51 

Estilbenos 

PDMS 

Vinho 

CG-EM 

52 

Compostos bisfenolicos 

Etilenoglicol-silicone 

Produtosdehigiene 

pessoal 

CG-EM 

53 

Compostos fenolicos 

MIP 

Agua 

CLAE-UV 

54 

Tiabendazol 

MIP 

Amostras ci'tricas 

CLAE-UV 

55 


MIP: polimero de impressao molecular; PEG: polietilenoglicol; PDMS: polidimetilsiloxano; ADS: alk)’l-diol silica', CLAE: cromatografia 
llquida de alta eficiencia; UV: detector de ultravioleta; ICP: inductively coupled plasma', EM: espectrometria de massas; CE: eletroforese 
capilar; CG: cromatografia gasosa. 



MEPS 

Figura 21.5 Esquema de uma seringa com o cartucho de microextragao por sorvente empacotado (MEPS). 


Quadro 21.5 Exemplos de trabalhos que empregam microextragao por sorvente empacotado em prepare de amostras. 


Analito(mm) 

Sorvente 

Amostra 

Tecnica de 

separa;ao/analise 

Referenda 

Prenilflavonoides 

Silica, C2, C8, Cl 8 

Cerveja 

UPLC-UV 

60 

Acidos haloaceticos 

C18 

Agua 

CG-EM 

61 












Cidofosfamida 

Poliestireno 

Plasma 

CLAE-EM/EM 

62 

Fluoroquinolonas 

MIP 

Agua 

CLAE-EM/EM 

63 

Antipsicoticos 

Resina de troca ionica 

Plasma 

CG-EM 

64 

Addo ascorbico 

Silica, Q, C8, C18 

Bebidas 

CLAE-UV 

65 

Alisquireno rivaroxabana e 

C18 

Urina 

UHPLC-EM/EM 

66 


prasugrel 

M1P: molecularly imprinted polymer, UPLC: ultra pressure liquid chromatography, UV: detector de ultravioleta; CLAE: cromatografia 
liquida de alta eficiencia; CG: cromatografia gasosa; UHPLC: ultra-high pressure liquid chromatography, EM: espectrometria de massas. 


A 



Fluido 

supercritico 



Figura 21.6 Esquema de equipamento de fluido supercritico desligado (A) e ligado (B). 


A extragao pode ser feita em matrizes solidas, semissolidas ou Hquidas; no entanto, matrizes liquidas rnais 
densas sao mais dificeis de manipular. Tecidos biologicos sao particularmente dificeis, pois o fluido supercritico 
nao pode penetrar no interior da matriz. Matrizes que content particulas finamente divididas, corno o solo, o 
sedimento, os plasticos triturados e as plantas secas, parecem ser mais apropriadas para o uso da SFE. 69 

As variaveis a serem otimizadas nessa tecnica sao: pressao (miscibilidade da mistura), temperatura (volatilidade 
do soluto), densidade do fluido, adigao de modificador (polaridade), condigao estatica ou dinamica, vazao do fluido 
e tipo de coleta. A extragao com fluido supercritico tern mostrado ser uma alternativa viavel aos metodos 
tradicionais de extragao, ELL e SPE, para analises de fluidos biologicos. Como vantagens, a SFE elimina o tempo 
gasto com a remogao de solventes, que sao utilizados nas tecnicas convencionais de preparagao de amostras; nao 
utiliza solventes organicos toxicos, diminuindo assim os riscos de manipulagao e mi nimi zando custos; provoca 
menor alteragao do extrato, com uso de temperaturas mais baixas; tern a seletividade ajustada mediante variagoes na 
pressao, temperatura e uso de modificadores. 70 

No entanto, as desvantagens consistent na necessidade de o analito ser soluvel no fluido supercritico (o que pode 
ser contornado por rneio da adigao de aditivos no eluente), alem do fato de a remogao do analito da amostra pelo 
fluido supercritico ser bastante problematica em alguns casos. Deve-se tambem considerar o custo relativamente 
elevado dos instrumentos e as altas pressoes necessarias ao sistema. 

Algumas aplicagoes relevantes da SFE em analises toxicologicas podem ser citadas, tais como: na extragao de 
bifenilas policloradas de leite nratemo e de soro; 71 na extragao de opiaceos, 72 de cocaina e seu metabolito, a 
benzoilecgonina, e de anfetaminas, 4 em amostras de cabelo. 
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Parte 4 

Metodos Analticos 


■ Capitulo 22 Acido Acetilsalicilico | Determinagao da Salicilemia por Espectrofotometria 

■ Capitulo 23 Aflatoxinas | Determinagao de Aflatoxinas B-,, B 2 , G 1 e G 2 em Amendoim por 
Cromatografia em Camada Delgada e Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia com Detector por 
Fluorescencia 

■ Capitulo 24 Anatoxina-a | Determinagao em Amostras Ambientais por Cromatografia Gasosa 
Acoplada a Espectrometria de Massas 

■ Capitulo 25 Antibioticos | Analise de Oxitetraciclina, Tetraciclina, Clortetraciclina e Doxiciclina em 
Leite por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia 

■ Capitulo 26 Anticonvulsivantes | Analise de Fenobarbital, Primidona, Fenitoina e Carbamazepina 
em Plasma por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia 

■ Capitulo 27 Arsenio | Determinagao em Peixes por Espectrometria de Absorgao Atomica 

■ Capitulo 28 Benzeno | Determinagao do Acido Trans,Trans-muconico em Urina por Cromatografia 
Liquida de Alta Eficiencia 

■ Capitulo 29 Bussulfano | Determinagao em Plasma por Cromatografia Liquida Acoplada a 
Espectrometria de Massas Sequencial 

■ Capitulo 30 Canabinoides e Cocaina | Identificagao em Produtos Apreendidos 

■ Capitulo 31 Cannabis Sativa | Determinagao do 11-nor-9-carboxi-tetraidrocanabinol em Urina por 
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiencia e de A 9 - tetraidrocanabinol e Metabolitos em 
Sangue por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial 

■ Capitulo 32 Chumbo | Determinagao no Sangue por Espectrofotometria de Absorgao Atomica; 
Determinagao da Atividade da A-Aminolevulinico Desidratase Eritrocitaria por Espectrofotometria; 
Determinagao do Acido A-Aminolevulinico em Urina por Espectrofotometria e Cromatografia Liquida 
de Alta Eficiencia 

■ Capitulo 33 Cloranfenicol | Determinagao em Alimentos de Origem Animal por Cromatografia 
Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial com Eletronebulizagao 

■ Capitulo 34 Cocaina | Analise de Cocaina, Benzoilecgonina e Ester Metilanidroecgonina em Urina 
por Cromatografia Gasosa com Detector de lonizagao em Chama 

■ Capitulo 35 Etanol | Determinagao em Sangue por Cromatografia Gasosa com Detector de 
lonizagao em Chama 

■ Capitulo 36 Farmacos | Analise Toxicologica Sistematica por Cromatografia em Camada Delgada, 
Cromatografia Gasosa com Detector de Nitrogenio e Fosforo e Cromatografia Liquida de Alta 
Eficiencia com Detector de Arranjo de Diodos 

■ Capitulo 37 Fenobarbital | Determinagao em Sangue, Plasma ou Soro por Espectrofotometria 

■ Capitulo 38 Fluoxetina e Norfluoxetina | Determinagao em Plasma por Cromatografia Liquida de 
Alta Eficiencia com Detector por Fluorescencia 



Capitulo 39 Forato, Carbofuram e Aldicarbe | Diferenciagao Anah'tica para Formulagoes em 
Granulos por Cromatografia em Camada Delgada 

Capitulo 40 Glicosfdios Cianogenicos | Determinagao de Cianeto em Mandioca por 
Espectrofotometria de Absorgao Molecular 

Capitulo 41 n-Flexano | Determinagao da 2,5-Flexanodiona em Urina por Cromatografia Gasosa 
com Detector de lonizagao em Chama 
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Acido Acetilsalicilico | Determnagao da Salicilemia 

por Espectrofotometria 


Regina Lucia de Moraes Moreau 


Introdu^ao 

Os salicilatos (compostos derivados do acido salicilico) estao entre os mais antigos medicamentos que ainda 
ocupam um lugar importante na terapeutica moderna. Dentre eles, o acido acetilsalicilico, contido em um grande 
numero de preparagoes farmaceuticas, e o mais conliecido e vendido no mundo. E comumente utilizado como 
analgesico, antipiretico e anti-inflamatorio. Seu uso, em baixas doses, tambem tern sido recomendado na terapia 
profilatica cardiovascular, pelo fato de inibir a agregagao plaquetaria. 1 

Devido ao seu amplo uso terapeutico, o acido acetilsalicilico normalmente e aceito pelo grande publico como um 
farmaco seguro. No entanto, dados norte-americanos mostram que a intoxicagao decorrente de uma superdosagem 
de salicilatos permanece como uma das causas mais comuns encontradas nos atendimentos de emergencia, 
particularmente em criangas ate 5 anos, e esta associada a um numero relativamente alto de desfechos fatais. Em 
2011, de acordo com o 29th Annual Report of the American Association of Poison Control Centers (AAPCC) 
National Poison Data System (NPDS), foram registrados mais de 20.000 casos de exposigao ao acido 
acetilsalicilico, associado ou nao a outros farmacos. Desse total, houve 63 mortes relacionadas com a exposigao 
apenas ao acido acetilsalicilico, representando 5,2% das fatalidades humanas registradas. 2 

Outro fato associado ao acido acetilsalicilico e sua grande disponibilidade e facilidade de acesso (medicamentos 
de venda livre), o que o torna um dos principals medicamentos utilizados por adultos e adolescentes em caso de 
tentativas de suicidio, com relatos de obito, conforme descrito em alguns paises.' No Brasil, ao contrario de 
outros paises, foi a dipirona o medicamento de venda livre mais frequentemente utilizado nos casos de tentativas de 
suicidio, de acordo com um estudo retrospectivo realizado pelo Centro de Controle de Intoxicagoes de Londrina, 
Parana, no periodo de 1997 a 2007. 6 

Os primeiros sinais clinicos da intoxicagao salicilica incluem hiperventilagao e alcalose respiratoria, em 
decorrencia do estimulo no centro respiratorio da medula cerebral. Essa fase e caracterizada por um decrescimo da 
pressao parcial de C0 2 dissolvido no sangue, o que ocasiona uma elevagao de pH. Como mecanismo 
compensators, o organismo aumenta a excregao renal de bicarbonato, acompanhado por sodio, potassio e agua, 
para que o pH sanguineo retorne ao normal. Por sua vez, os salicilatos tambem inibem o ciclo de Krebs, o que 
limita a produgao de trifosfato de adenosina (ATP), alem de desacoplarem a fosforilagao oxidativa mitocondrial, 
acarretando acumulo de acido piruvico e lactico, com geragao de grande quantidade de calor. Tambem estimulam o 
metabolismo dos lipidios, com formagao de corpos cetonicos. O resultado de todo esse processo e um estado de 
acidose metabolica; embora esta ocorra simultaneamente com a alcalose respiratoria, nos primeiros estagios da 
intoxicagao predomina a alcalose respiratoria. Porem, a medida que o quadro toxico progride, esse estado pode 
evoluir para um desequilibrio acidobasico misto (acidose metabolica e alcalose respiratoria) e culminar em marcada 




acidose metabolica. 1 7 

A acidose metabolica e um sinal particularmente importante para um prognostico negativo, pois resulta em um 
decrescimo da excregao renal de salicilatos e um aumento da fragao livre de acido salicilico, que rapidamente se 
distribui para orgaos importantes como cerebro, pulmoes e coragao. Esse fenomeno resulta em alteragoes do estado 
de consciencia, convulsoes ou coma, edema pulmonar nao cardiogenico e colapso cardiovascular. Alem disso, 
quando o paciente esta em um estado acidotico, a fragao nao ionizada atravessa mais facilmente a barreira 
hematencefalica, contribuindo para um maior efeito toxico no sistema nervoso central (SNC), que pode evoluir 
rapidamente ao obito. l ' 

Disposi^ao no organismo 

Apos administragao oral, o acido acetilsalicilico (plG, = 3,5) bem como o acido salicilico (AS) (pK a = 3,0) - seu 
produto de hidrolise - sao rapidamente absorvidos na forma nao ionizada no meio acido do estomago. No intestino 
delgado, apesar do pH mais elevado, esses farmacos tambem sao bem absorvidos devido ao aumento da 
solubilidade dos salicilatos e da dissolugao dos comprimidos. Alem disso, a maior superficie de contato do 
intestino favorece maior absorgao. 1 

Alguns fatores podem retardar a velocidade de absorgao do acido acetilsalicilico no estomago, como a presenga 
de alimentos, a forma farmaceutica empregada e a quantidade de comprimidos ingeridos. A administragao de 
medicamentos com revestimento enterico, assim como a ingestao massiva de comprimidos, pode provocar a 
formagao de bezoar gastrico ou intestinal, o que causa obstrugao e limitagao da area disponivel para absorgao. 1 1 

A ligagao do AS a albumina depende muito das concentragoes do farmaco e desta proteina. Em concentragoes 
plasmaticas terapeuticas de salicilatos (15 a 30 mg%) e individuos com teores normals de albumina, a ligagao e da 
ordem de 80 a 90%, e o volume de distribuigao e 0,2 f/kg. Em concentragoes acima de 30 mg%, os sitios de 
ligagao a albumina se saturam e a concentragao de fragao livre aumenta. 14 

O acido acetilsalicilico tern t 1/2 de 15 a 20 min, pois e rapidamente hidrolisado a AS, devido a agao de esterases 
encontradas no plasma e tecidos. Por sua vez, o AS conjuga-se com a glicina no figado, formando o acido 
salicilurico (SU), principal metabolito urinario (em torno de 75%). O AS tambem pode conjugar-se com o acido 
glicuronico; cerca de 10% sao excretados na urina como salicilglicuronidio fenolico (SGF) e 5% como 
salicilglicuronidio acilico (SGA). Apenas 1% do AS e hidroxilado a acido gentisico (AG). O AS tambem e 
excretado de forma inalterada na urina, e a velocidade de excregao e afetada pelo gradiente de pH entre o soro e a 
urina. Como o AS e um acido organico fraco, pequenas variagoes no pH urinario podem provocar diferengas 
significativas na quantidade desse farmaco reabsorvido nos tubulos renais. Na urina alcalina, acima de 30% dos 
salicilatos ingeridos podem ser eliminados inalterados versus 2% no caso de urina acidica. 1 

A medida que a concentragao plasmatica de salicilato aumenta, as principals vias de eliminagao (formagao de SU 
e de SGF) se saturam e passam a exibir cinetica de ordem zero. Por outro lado, as outras tres vias (SGA, AG e AS) 
seguem cinetica de primeira ordem e, assim, tornam-se mais expressivas com o aumento da salicilemia. 14 

Como consequencia da cinetica dos salicilatos descrita, no caso de uma superdosagem, as seguintes alteragoes 
podem ser observadas: 14 

• Absorgao no trato gastrintestinal e retardada e a concentragao serica maxima e alcangada somente dentro de 4 a 
6 h, ou ate mais; enquanto o pico serico geralmente e atingido dentro de 1 h apos doses terapeuticas 

• Decrescimo da ligagao a albumina para menos que 75%; enquanto em concentragao terapeutica e da ordem de 
90% 

• Volume aparente de distribuigao aumenta para mais que 0,3 l /kg, podendo alcangar ate mesmo 0,5 f/kg em 
concentragoes toxicas; enquanto em concentragao terapeutica e 0,2 f/kg 

• t 1/2 do acido salicilico pode aumentar ate 20 h; enquanto em concentragao terapeutica varia de 2 a 4 h. 

Finalidadeda analise 


A intoxicagao aguda por salicilatos, seja decorrente de uma ingestao acidental ou tentativa de suicidio, pode 




provocar alteragoes metabolicas e disfungoes organicas potencialmente fatais, caso nao sejam convenientemente 
tratadas. 1 ' Nos casos graves, a demora no diagnostico esta associada a maior taxa de mortalidade em comparagao 
com aqueles em que o diagnostico e o inicio do tratamento sao realizados rapidamente. 1 " 

Nesse particular, a determinagao da concentragao serica de salicilato (salicilemia) e importante tanto para o 
reconliecimento dos pacientes gravemente intoxicados como tambem para assessorar o clinico na decisao da melhor 
conduta terapeutica a ser seguida. 111 

Em geral, medidas rotineiras de salicilemia nao sao requeridas, a menos que haja um historico positivo de 
ingestao de salicilatos. Assim, em pacientes com historico de ingestao de uma dose de acido acetilsalicilico acima 
de 120 mg/kg, a salicilemia deve ser medida o mais rapido possivel, pois existe a possibilidade de ter alcangado 
uma concentragao toxica. Alem disso, e importante realizar a analise nos casos de uso de metilsalicilato (oleo de 
Wintergreen) ou salicilamida. 11 

Por outro lado, em casos de pacientes conscientes, que neguem ter consumido preparagoes contendo salicilatos e 
que nao apresentem quadro clinico sugestivo de uma intoxicagao salicilica, nao ha necessidade de se realizar a 
analise. 11 Contudo, caso o paciente apresente redugao do nivel de consciencia ou outra razao que limite a validade 
do historico obtido, alem da presenga de quadro clinico consistente com a intoxicagao salicilica (coma, acidose 
metabolica, alcalose respiratoria etc.), a medida da salicilemia e importante. 12 

A amostra de sangue deve ser retirada no minimo 2 h (pacientes sintomaticos) ou 4 h (pacientes assintomaticos) 
apos a ingestao, uma vez que pode levar varias horas para que a concentragao plasmatica maxima seja alcangada. 
Em pacientes com suspeita de intoxicagao grave apos ingestao recente, e importante repetir a analise a cada 2 h, 
para se certificar de que a concentragao de salicilato nao continua a elevar-se devido a uma absorgao continuada. 
Nessas circunstancias, e necessario medir a salicilemia ate a concentragao decair. A analise tambem deve ser 
repetida apos a realizagao do procedimento de dialise. 11 

Metodo anahtico 


■ Fundamento do metodo 

Baseia-se no metodo de Trinder (1954), 13 um metodo colorimetrico no qual a concentragao de AS e diretamente 
proporcional a intensidade de coloragao violeta do complexo formado entre o salicilato e os ions ferricos, em meio 
acido, que e quantificado pela medida da absorbancia da luz em 540 nm. 

A reagao de Trinder nao e especifica para o acido salicilico, pois outros salicilatos como salicilamida e acido 
metilsalicilico tambem formam complexos coloridos. Por outro lado, o acido acetilsalicilico nao sofre reagao; no 
entanto, e considerada desnecessaria uma hidrolise previa da amostra como etapa preliminar da determinagao de 
salicilemia, uma vez que o acido acetilsalicilico e facilmente hidrolisado in vitro. Tambem nao e relevante medir a 
concentragao serica do acido acetilsalicilico inalterado, visto que esta presente no sangue em pequena quantidade e e 
rapidamente hidrolisado a AS durante sua absorgao. 

Portanto, trata-se de um metodo muito simples, rapido e pouco oneroso, que nao necessita de um tratamento 
previo da amostra; apenas consiste na adigao do reativo cromogenico. Assim, emprega-se um unico reagente, o 
reagente de Trinder, constituido de nitrato ferrico, que fornece os ions ferricos, acido cloridrico e cloreto mercurico, 
que precipitam as proteinas sericas e proporcionam o meio acido. 

■ Amostragem 

Trinder (1954), 13 quando propos o metodo para a determinagao de salicilatos, determinou que o mesmo seria 
adequado para fluidos em geral; ou seja, liquor, plasma, soro, sangue total ou urina. Na pratica, o plasma ou o soro 
sao as amostras indicadas para a quantificagao de salicilatos nos casos de uma superdosagem, enquanto a urina 
pode ser utilizada para testes rapidos (qualitativos). 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugoes padrao de salicilato (500 mg de acido salicilico/100 m£): dissolver 580 mg de salicilato de sodio em 
100 m £ de agua destilada, adicionar gotas de cloroformio como conservante e manter a solugao sobre 



reffigeragao (estavel durante 6 meses) 

• Reativo cromogenico: misturar 40 g de cloreto mercurico e 40 g de nitrato ferrico, Fe(N0 3 ) 3 .9 H 2 0 em 850 ml 
de agua desionizada. Adicionar 10 ml de acido cloridrico concentrado a solugao e completar o volume ate 1 1, 
com agua desionizada. Este reagente e estavel por 1 ano a temperatura ambiente. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Espectrofotometro na regiao do visivel (540 mn) 

• Agitador (vortex) 

• Centrifuga. 

■ Procedimento analftico 14 

• Transferir para tres tubos de centrifuga, respectivamente, 1 ml de soro ou plasma (amostra), 1 ml da solugao 
padrao adicionada ao branco de soro ou plasma (voluntaries nao expostos a salicilatos) em concentragao 
correspondente a 20 mg% (controle) e 1 ml de branco de soro ou plasma (branco) 

• Adicionar 5 ml do reativo de Trinder sob agitagao (vortex), agitar por mais alguns segundos e centrifugar 
(2.000 rpm/5 min) 

• Transferir o liquido sobrenadante (que devera estar limpido) para outros tres tubos 

• Ler a absorvancia (540 mn) do produto colorido formado na amostra e no controle, contra o branco de soro ou 
plasma 

• Determinar a concentragao de salicilato por meio de uma curva de calibragao construida previamente, a partir de 
aliquotas da solugao padrao adicionadas ao branco de soro ou plasma em concentragoes correspondentes a 5, 10, 
20, 30 e 40 mg de acido salicilico/100 ml. As leituras espectrofotometricas sao feitas contra o branco de soro 
ou plasma. As absorbancias sao projetadas em ordenadas e a concentragao (mg%) em abscissas. 

Na pratica, a curva padrao pode ser construida em agua destilada e as leituras de absorbancia podem ser 
realizadas contra um branco de reativo, uma vez que valores de branco realizados com soro e plasma sao menores 
que 0,9 e 1,1 mg%, respectivamente. Esses valores sao muito pequenos, nao tendo significado clinico em relagao 
aos niveis encontrados em intoxicagoes agudas. Assim, nao ha a necessidade de se dispor, no momento da analise, 
de amostras de soro ou plasma de pacientes nao tratados. 

■ Parametros de valida^ao 

O limite de quantificagao (LQ) deste metodo e de 5 mg%. No intervalo dinamico considerado (5 a 40 mg%), ele 
e linear e a precisao mostra coeficientes de variagao (CV) que variam de 2,5 a 8,3%. 14 

Interpreta^ao analitica 

Como nao ha antidoto para a intoxicagao salicilica, o tratamento e direcionado no sentido de prevenir uma 
posterior absorgao e aumentar a eliminagao. 10 Nesse sentido, apesar de a concentragao serica de salicilato 
geralmente nao se correlacionar com a gravidade da intoxicagao, valores superiores a 35 mg% estao associados a 
um quadro grave, e o tratamento costuma incluir a alcalinizagao da urina. Em casos ainda mais graves, em que o 
paciente esta com uma acidose acentuada, estado mental alterado, falha renal ou e idoso ou debilitado, alem da 
salicilemia acima de 100 mg% (algumas vezes ate menos), e indicada a hemodialise. 1,7,11,15 

De qualquer maneira, a avaliagao da gravidade da intoxicagao salicilica, bem como a conduta terapeutica a ser 
adotada, nao deve ter como base apenas os niveis sericos. E sernpre importante monitorar de maneira conjunta 
tanto os sintomas clinicos e exames bioquimicos do paciente quanto a salicilemia, pois pode ocorrer uma rapida 
piora do quadro, evoluindo ao obito. 7,11 

E necessario desestimular a utilizagao do nomograma de Done, 16 instrumento grafico utilizado para prever a 
gravidade de uma intoxicagao salicilica, a partir da relagao da salicilemia com o tempo decorrido apos uma ingestao 
unica. Embora seja inovador e, muitas vezes, preciso para a populagao pretendida (pediatrica), existem varias 
limitagoes importantes que restringem sua utilizagao generalizada. Por exemplo, pacientes usuarios de varios 



farmacos foram incluidos na analise, o que faz com que a correlagao clinica seja dificil de interpretar. Alem disso, o 
nomograma assume uma t 1/2 de 20 h para todos os pacientes, sem considerar a alteragao da cinetica de primeira 
ordem para ordem zero, quando ocorre a saturagao das principals vias de eliminagao. 

Com relagao a possiveis interferentes do metodo de Trinder, Berkovitch et al. (2000) 1 ' mostraram que elevados 
niveis de bilirrubina acarretam uma salicilemia falsamente elevada. 

Outros metodos 

O metodo mais popular para a medida de salicilato no soro baseia-se no metodo de Trinder, que e o metodo 
colorimetrico classico. 

Devido as possiveis interferencias observadas no metodo de Trinder, sistemas automatizados de imunoensaios 
tambem tern sido utilizados para a determinagao de salicilatos em casos de superdosagem. Dasgupta et al. (2003) 19 
desenvolveram um imunoensaio de fluorescencia polarizada (FPIA) que nao sofre uma interference significativa da 
bilirrubina na medida dos salicilatos em soro. Song e Dou (20 03) 20 validaram um imunoensaio de fluxo lateral, 
para a determinagao simultanea de salicilato e paracetamol em soro, plasma e sangue total. Esse metodo se mostrou 
bastante preciso e nao sofreu reagao cruzada com 133 possiveis substancias capazes de serem encontradas no 
sangue. 

A salicilemia tambem pode ser medida por espectrofluorimetria, pois o AS fluoresce intensamente quando 
excitado a 310 mn em pH alcalino. 14 Outros metodos incluem os enzimaticos, como o descrito por Morris et al. 
(1990), 21 que emprega a enzima salicilato mono-oxigenase para converter o salicilato a catecol na presenga de 
NADH. A seguir, o catecol reage com 4-aminofenazona, em condigoes alcalinas e ions de manganes como 
catalisador, o que resulta em uma coloragao vermelha. Esse sistema incorpora uma fase de utilizagao de glicose e 
glicose desidrogenase para regeneragao de NADH. 

Apesar de os metodos cromatograficos, como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta 
eficiencia (CLAE), serem os mais especificos para a determinagao de acido acetilsalicilico e seus produtos de 
biotransformagao, sua aplicagao nas analises de urgencia e limitada, devido ao elevado tempo requerido para os 
procedimentos cromatograficos, sendo indicados para estudos farmacocineticos. 22 No entanto, mais recentemente, 
Meyer et al. (2011) 2 " validaram um metodo simples, rapido e de baixo custo, por CG-MS, para a determinagao de 
alguns farmacos relevantes na emergence toxicologica, em que os salicilatos estao incluidos. 

Quando ha necessidade de um diagnostico rapido de uso de salicilatos, os testes rapidos realizados em urina sao 
uteis. Tais testes sao denominados, em ingles, point-of-care ou bedside, por serem realizados proximo ao paciente, 
fora da area do laboratorio. Os dois testes mais frequentemente utilizados para esse fim sao aqueles que empregam 
o reativo de cloreto ferrico 24 e o de Trinder. 2 ''- 26 O teste do “cloreto ferrico” consiste em adicionar poucas gotas 
desse reativo (a 10%) a 5 mf de urina acidificada e fervida, para evitar um falso-positivo caso haja acetoacetato. O 
de Trinder consiste em misturar 1 mf da amostra de urina com 1 mf do reativo. Ambos os testes sao extremamente 
sensiveis a quantidades muito pequenas de salicilatos (limite de quantificagao 5 mg%). 2 3 4 5 Portanto, um resultado 
positivo (coloragao purpura) indica somente o uso e nao necessariamente uma intoxicagao ou superdosagem. Desse 
modo, todo o resultado positivo deve ser analisado quantitativamente no soro para avaliar a salicilemia. 
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Introduce) 

As aflatoxinas sao produtos altamente toxicos, teratogenicos, mutagenicos e carcinogenicos, resultantes do 
metabolismo secundario de fungos do genero Aspergillus, principalmente das especies A. flcivus, A. parasiticus e 
A. nomius} Esses fungos sao cosmopolitas e se desenvolvem em varios produtos agricolas, como cereais, nozes e 
condimentos, no campo e em condigoes de armazenamento. A contain inagao pre-coleta e favorecida por altas 
temperaturas, periodos de seca prolongada e alta infestagao de insetos; enquanto a contaminagao pos-coleta ocorre 
devido a altas temperaturas e alta umidade. 2 A razao pela qual a ocorrencia de aflatoxinas e alta em amendoim em 
relagao a outros produtos agricolas nao foi completamente estabelecida. Contudo, ela pode ser atribuida ao fato de 
que o A. flavus e o A. parasiticus dominam na microflora em solos de plantio do amendoim. 3 Nesse contexto, a 
aflatoxicose tornou-se um problema mundial. A prevalencia de aflatoxinas em alimentos e ragoes e relativamente 
alta nas regioes tropical e subtropical; assim, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) recomenda controle 
sistematico dos niveis de aflatoxinas na dieta dessas populagoes. 4 

As aflatoxinas foram descobertas apos o acidente economico ocorrido na Inglaterra, em 1960, quando, em poucas 
semanas, 100 mil filhotes de perus e outros milhares de filhotes de outros tipos de aves pereceram de hepatite 
aguda necrosante apos a ingestao de ragao a base de amendoim. Posteriormente, as aflatoxinas foram identificadas 
por apresentar uma intensa fluorescencia azul (B, e B 2 ) e verde (G, e G 2 ) quando expostas a luz ultravioleta (366 
nm), devido ao anel furocumarinico (Figura 23.1).'’ 
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Figura 23.1 Estrutura quimica das principals aflatoxinas (AF). 

Disposi$ao no organismo 

As aflatoxinas, por serem moleculas de relativo baixo peso molecular e lipofilicas, sao facilmente absorvidas 
apos ingestao. O local de absorpao e o intestino delgado, principalmente no duodeno, por difusao passiva. 6 As 
aflatoxinas seguem para o figado por meio do suprimento sanguineo do sistema portal hepatico. No figado, sao 
concentradas devido a alta permeabilidade da membrana do hepatocito a essas toxinas e ao processo de 
biotransformapao pelas enzimas presentes na frapao citosol e microssomica da celula hepatica.' Os principals 
produtos de biotransformapao da aflatoxina B, sao o 8,9-epoxido, os produtos hidroxilados como a aflatoxina M, e 
a aflatoxina Q b a desmetilapao para aflatoxina Pj e a redupao para aflatoxicol. O produto reativo, 8,9-epoxido, pode 
ligar-se tanto ao DNA quanto a albumina serica, formando adutos de aflatoxina-N'-guanina e aflatoxina-N 7 -lisina, 
respectivamente. As ligapoes covalentes dos adutos no DNA sao consideradas um passo critico na 
hepatocarcinogenese das aflatoxinas. Posteriormente, os produtos de biotransformapao sao conjugados com a 
glutationa, acido glicuronico e sulfatos. A remopao das aflatoxinas e seus produtos do organismo ocorre 
primeiramente pela secrepao biliar (em tomo de 58%), seguida da filtrapao glomerular (aproximadamente 35%). 
Em lactentes e animais em lactapao, uma frapao consideravel e eliminada pelo leite na forma de aflatoxina M, /’ 


Finalidadeda analise 

O conhecimento dos niveis de aflatoxinas em produtos naturalmente contaminados por essas micotoxinas 
somente pode ser observado por meio de metodos analiticos adequados. Tais metodos sao necessarios para a 
fiscalizapao, o controle de qualidade, o monitoramento e a pesquisa nos seus varios aspectos - seja analise de 
sementes, graos, alimentos e rapoes, estudos epidemiologicos, estudo da produpao de micotoxinas e do 
metabolismo de fungos toxigenicos, verificapao da estabilidade durante o processamento de alimentos, condipoes de 
armazenamento e para descontaminapao. 

Amostragem 

Os criterios necessarios a tomada de amostra para determinapao de aflatoxinas em amendoim devem seguir 
pianos de amostragem oficiais. A Resolupao da Diretoria Colegiada da Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria, 
RDC n° 274/02, recomenda os Pianos de Amostragem para Analise de Aflatoxinas em Milho e Amendoim da FAO 
(Food and Agriculture Organization). 17 A amostra de amendoim a ser encaminhada para o laboratorio e de 5 kg, e 
sera transformada em pasta homogenea ou moida em malha; posteriormente, sera dividida em quatro partes, sendo 
uma subamostra tomada para analise de rotina. As subamostras serao armazenadas em embalagem de papel, 











algodao ou outro material apropriado em umidade relativa maxima de 60%, a temperatura maxima de 25°C. O 
Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) segue o capitulo III da Instrugao Normativa n° 3, que 
estabelece o metodo de amostragem de lotes de amendoim e seus produtos. Esse metodo pode variar conforme o 
destino do produto; ou seja, mercado interno, Mercosul, Uniao Europeia e Mercado Internacional (exceto Uniao 
Europeia). 10 

Metodos analiticos 


■ Cromatografia em camada delgada 11 

Fundamento do metodo 

As aflatoxinas sao extraidas com metanol-cloreto de potassio da matriz usada para analise. Posteriormente, 
realiza-se a etapa de limpeza, com a precipitagao de proteinas com agentes clarificantes, sulfato de cobre ou sulfato 
de amonio, e a remogao de lipidios com u-hexano. As aflatoxinas sao reextraidas com cloroformio por partigao 
liquido-liquido e separadas dos componentes do extrato por cromatografia em camada delgada. A detecgao e 
quantificagao das aflatoxinas sao realizadas por analise visual sob luz ultravioleta (366 nm). 

Reagentes e solugoes 

Calibragao do espectrofotometro: 

Acido sulfurico 0,018 N: adicionar 1 mb de acido sulfurico concentrado p.a. em agua deionizada e completar 
para 2.000 mb 

• Solugoes padrao de dicromato de potassio: dessecar o dicromato de potassio p.a. a 140 a 160°C por 60 min 

° 0,25 mM: dissolver 0,078 g de dicromato de potassio em balao volumetrico de 1.000 mb em solugao de 

acido sulfurico 0,018 N 

° 0,125 mM: transferir 25 mb da solugao de dicromato de potassio 0,025 mM para balao volumetrico de 50 

mb e completar com solugao de acido sulfurico 0,018 N 

° 0,0625 mM: transferir 25 mb da solugao de dicromato de potassio 0,0125 mM para balao volumetrico de 50 

mb e completar com solugao de acido sulfurico 0,018 N. 

Observagao: as solugoes devem ser preparadas no dia do uso. 

Padronizagao das solugoes de aflatoxinas: 

• Benzeno-acetonitrila (98:2, v/v) 

• Solugao-estoque de aflatoxinas (iO pg/mb): retirar a protegao de aluminio do frasco com o padrao solido (1 mg) 
sem remover as tampas originais, para evitar a disseminagao de particulas das toxinas. Perfurar o septo do 
frasco com agulha descartavel e injetar 0,5 mb da solugao de benzeno-acetonitrila (98:2) utilizando seringa de 
vidro. Solubilizar em agitador de tubos por aproximadamente 1 min. Transferir a aliquota para balao 
volumetrico ambar de 100 mb, completar o volume com a solugao de benzeno-acetonitrila (98:2). Homogeneizar 
a solugao preparada. Conservar a -15°C em frasco ambar. Observagao: preparar a solugao-estoque das 
aflatoxinas B b B 2 , G[ e G 2 separadamente 

• Solugao de trabalho de aflatoxinas: a partir de solugoes estoque individuals para cada toxina, e apos a 
determinagao das concentragoes exatas por espectrofotometria no UV, preparar a solugao de trabalho com uma 
mistura das toxinas: 5 pg/mb para as aflatoxinas B, e G,, e 1,5 pg/mb para as aflatoxinas B 2 e G 2 . 

Determinagao de aflatoxinas por cromatografia em camada delgada: 

• Sistema-solvente: tolueno-acetato de etila-cloroformio-acido formico (70:50:50:20, v/v/v/v) 

• Metanol p.a. 

• Cloroformio p.a. 

• Solugao de cloreto de potassio 4%: dissolver 4 g de cloreto de potassio p.a. em 100 mb de agua deionizada 



• Celite p.a. 

• Agentes clarificantes: a solugao de sulfato de cobre 10% (dissolver 100 g de sulfato de cobre anidro em 1.000 
m£ de agua deionizada) e usada para alimentos oleaginosos (amendoim, soja, feijao, nozes, castanha-do-para e 
outros); enquanto a solugao de sulfato de amonio 30% (dissolver 300 g de sulfato de amonio em 1.000 mf de 
agua deionizada) e usada em alimentos ricos em amido (milho, arroz, trigo, cevada, aveia e outros) 

• Acido trifluoroacetico p.a. 

• Placas cromatograficas 20 x 20 cm de silica-gel 60 G 

• Nitrogenio. 

Equipamentos e acessorios 

• Balanga analitica com, no minimo, quatro casas decimals 

• Balanga semianalitica 

• Estufa 

• Termometro ate 200°C 

• Capela de exaustao de gases 

• Espectrofotometro UV-Vis 

• Agitador de tubos, tipo vortex 

• Homogeneizador com helice, tipo blender 

• Microsseringa com capacidade de 10 pf 

• Banho de agua 60°C ou concentrador de amostras 

• Cuba cromatografica 

• Camara de ultravioleta. 


Procedimento analitico 

Calibragao do espectrofotometro: 12 


• Determinar as absorvancias das solugoes de dicromato de potassio (0,0625; 0,125 e 0,25 mM) no comprimento 
de onda de 350 mn, contra um branco de acido sulfurico 0,018 N 

• Calcular a absortividade molar (e) para cada solugao pela seguinte formula: 

(absorvancia X 1.000) 
e =- 

concentra^ao em mM 


• Calcular o fator de corregao (FC) do espectrofotometro pela equagao a seguir, sendo 3.160 a absortividade 
molar do dicromato de potassio e o e m6dio a media aritmetica simples da absortividade molar das solugoes de 
dicromato de potassio 0,0625; 0,125 e 0,25 mM: 


FC = 


3.160 

^mcdio 


• Considerar como fatores de corregao aceitaveis os obtidos entre 0,95 e 1,05. Se o FC for inferior a 0,95 ou 
superior a 1,05, procurar eliminar a causa ou trocar de espectrofotometro. 


Padronizagao das solugoes de aflatoxinas: 12 


• Determinar a absorvancia das solugoes estoque de aflatoxinas ( B,, B 2 , G, e G 2 ) no comprimento de onda de 350 
mn, contra um branco de benzeno-acetonitrila (98:2) 

• Determinar a concentragao (pg/mf) para cada solugao pela equagao a seguir, em que PM e o peso molecular da 
micotoxina, FC e o fator de corregao calculado para o espectrofotometro durante a calibragao e 8 e a 
absortividade molar da micotoxina: 





(absorvancia x PM x 1.000 x FC) 
e 

Os parametros para a padronizagao das aflatoxinas sao mostrados no Quadro 23.1. 

Quadro 23.1 Parametros para a padronizagao das aflatoxinas por cromatografia em camada delgada. 


Aflatoxinas 

Peso molecular (g/mol) 

Absortividade (e) 

B, 

312 

19.800 

b 2 

314 

20.900 

G, 

328 

17.100 

g 2 

330 

18.200 



Determinagao de aflatoxinas por cromatografia em camada delgada: 11 
Extragao 

0 Pesar 50 g da amostra triturada e transferir para homogeneizador com helice ( blender ) 

° Adicionar 30 mf de solugao de cloreto de potassio a 4% e agitar manualmente 
0 Adicionar 270 mf de metanol e agitar em baixa velocidade por 5 min 

° Filtrar em papel de filtro qualitative pregueado 
Limpeza 

° Transferir 150 mf do filtrado para bequer de 600 mf 

° Adicionar ao bequer 150 mf de solugao de sulfato de cobre a 10% ou sulfato de amonio a 30%, dependendo 

da matriz a ser analisada, acrescentando aos poucos e sob agitagao com bastao de vidro 
° Adicionar 50 mf de celite medido em bequer, agitando com bastao de vidro 
° Deixar em repouso por 5 min 
° Filtrar em papel de filtro qualitative pregueado 

° Transferir 150 mf do filtrado para um fund de separagao de 500 mf e adicionar 150 mf de agua destilada 

0 Adicionar 50 mf de n-hexano e agitar por 1 min 

° Deixar as camadas se separarem e remover a camada superior 

° Adicionar mais 50 mf de n-hexano, agitar por 1 min e aspirar a camada superior 

0 Adicionar 10 mf de cloroformio ao fund 

° Agitar vigorosamente por 3 min 

° Deixar em repouso por 8 min e recolher a camada cloroformica em frasco ambar de 50 mf com tampa 

0 Adicionar mais 10 mf de cloroformio e extrair novamente, recolhendo no mesmo frasco 

° Homogeneizar o extrato e transferir 10 mf com pipeta volumetrica para tubo de 15 mf com tampa 
0 Evaporar o extrato sob fluxo de nitrogenio em banho de agua ou concentrador de amostras na temperatura 

de 60°C 

Identificagao e quantificagao 

° Dissolver o residuo obtido com 200 pf de benzeno-acetonitrila (98:2) e homogeneizar em agitador de tubos 
° Aplicar na cromatoplaca, com microsseringa, 1, 3 e 5 pf de amostra e 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 pf de solugao de 
trabalho de aflatoxinas 

° Eluir a placa em tolueno-acetato de etila-cloroformioacido formico (70:50:50:20) 

° Apos eluigao, secar a placa em capela de exaustao de gases a temperatura ambiente 

0 Realizar a analise visual por observagao da placa sob luz ultravioleta a 366 nm, detectando manchas nas 
amostras com Rf proximo as manchas das aflatoxinas no padrao (Quadro 23.2 e Figura 23.2) 

° Em caso de amostras com fluorescencia acima de 5 pf da solugao de trabalho, diluir a amostra e reaplicar 



• Confirmagao 11 

° Aplicar na cromatoplaca, com micros seringa, 5 pf de amostra e 5 pf de solugao de trabalho de aflatoxinas 
0 Adicionar 1 gota de acido trifluoroacetico com auxilio de capilar 
° Secar a placa em capela de exaustao de gases durante 5 min 

° Eluir, secar e realizar a analise visual da placa como descrito antes em “Identificagao e quantificagao” 
(Quadro 23.2 e Figura 23.2) 


Quadro 23.2 Valores de Rf para aflatoxinas e derivados (TFA, acido trifluoroacetico) no sistema-solvente: tolueno:acetato de 
etila:cloroformio:acido formico (70:50:50:20). 


Aflatoxinas 

Rf 

Rf apos derivatiza^ao com TFA 

Fluorescencia 

B, 

0,43 

0,13 

Azul 

b 2 

0,36 

0,33 

Azul 

Gi 

0,30 

0,07 

Verde 

g 2 

0,24 

0,21 

Verde 


• Calculos: calcular a concentragao de cada aflatoxina encontrada na amostra analisada, conforme a seguinte 
formula: 


, „. (1.600 X P X VP) 

(j.g de atlatoxina/kg da matnz = -j— ^ - 

Sendo 1.600: fator de diluigao; P: concentragao da solugao de trabalho de aflatoxina em pg/mf (5 pg/mf para as 
aflatoxinas Bj e Gj e 1,5 pg/mf para as aflatoxinas B 2 e G 2 ); VP: volume da solugao de trabalho de aflatoxina (pf), 
cuja fluorescencia e igual a da amostra; m: massa em gramas da amostra analisada (50 g); VA: volume da amostra 
(pf) que corresponde a intensidade de fluorescencia igual a do padrao. 

■ Cromatografia em fase li'quida de alta eficiencia 

Fundamento do metodo 

As aflatoxinas sao extraidas com metanol-agua da matriz usada para analise. Posteriormente, realiza-se a etapa de 
limpeza em coluna de imunoafinidade. As aflatoxinas presentes no extrato sao separadas, identificadas e 
quantificadas por cromatografia em fase liquida de alta eficiencia e detecgao por fluorescencia. 

Reagentes e solugoes 

Solugoes de trabalho de aflatoxinas: 

• A partir de solugoes estoque individuals para cada toxina, e apos a determinagao das concentragoes exatas por 
espectrofotometria no UV, preparar a solugao intermediaria de 1 pg/mf para cada aflatoxina (B ls B 2 , G, e G 2 ) 
em metanol grau cromatografico 

• A partir da solugao intermediaria, preparar a curva de calibragao: 0,1; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ng/mf para cada 
aflatoxina em metanol-agua (1:1). 

Determinagao de aflatoxinas por cromatografia em fase liquida de alta eficiencia: 14 

• Metanol grau cromatografico 

• Agua ultrapura 

• Cloreto de sodio p.a. 



• Papel de filtro comum 

• Tampao fosfato salino (PBS): dissolver 80 g de cloreto de sodio p.a., 2 g de cloreto de potassio p.a., 14,4 g de 
fosfato dibasico de sodio p.a. e 2,4 g de fosfato monobasico de potassio p.a. em 1.000 m i de agua. Acertar o 
pH para 7,4 

• Coluna de imunoafinidade para aflatoxinas 

• Fase movel: metanol-agua-acetonitrila (20:60:20, v/v/v) contendo 119 mg de brometo de potassio e 350 pf de 
acido nitrico 4 M para cada 1.000 m£ de fase movel 

• Nitrogenio 

• Coluna de fase reversa C 18 (250 x 4,6 mm, 5 pm) 

• Membrana filtrante PTFE modificada de 0,45 pm (13 mm). 
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Figura 23.2 Cromatograma esquematico para a identificagao e para a confirmagao com acido trifluoroacetico, fase 
movel - tolueno:acetato de etila:doroformio:acido formico (70:50:50:20). 


■ Equipamentos e acessorios 

• Agitador de tubos, tipo vortex 

• Homogeneizador com helice, tipo blender 

• Bomba de filtragao a vacuo 

• Sistema cromatografico em fase liquida de alta eficiencia) com detector de fluorescencia sob fluxo de 1,0 
mf/min de metanol-agua-acetonitrila (20:60:20, v/v/v) contendo brometo de potassio. Volume de injegao de 100 
p£ e comprimentos de onda de excitagao e emissao de 362 e 435 nm, respectivamente 

• Celula eletroquimica Kobra Cell® (R-Biopharm, Glasgow, Escocia) 

Sistema de filtragao de amostras a vacuo. 

■ Procedimento analftico 

Determinagao de aflatoxinas por cromatografia em fase liquida de alta eficiencia: 14 

• Extragao 

0 Pesar 25 g da amostra triturada e transferir para homogeneizador com helice ( blender ) 

° Adicionar 250 m£ de metanol-agua (60:40, v/v) e 4 g de NaCl 
° Agitar em alta velocidade por 1 min 






























































































































0 Diluir com 250 mt de agua, homogeneizar manualmente 
° Filtrar 50 ml: em papel de filtro qualitative pregueado 

• Limpeza 

° Condicionar a coluna de imunoafmidade com 10 ml de PBS (2 a 3 mf/min) 

° Transferir 10 mt do filtrado para a coluna de imunoafinidade (3 mf/min ou 1 gota/s) 

0 Lavar com 10 mt de PBS (5 mt/min) 

° Secar a coluna com vacuo por 5 a 10 s 

° Eluir as aflatoxinas com 0,5 mt de metanol por gravidade, recolhendo em um frasco de 2 mt 
0 Apos 1 min, adicionar 0,5 mt de agua e eluir por gravidade 
° Secar a coluna com vacuo por 5 a 10 s, recolhendo as ultimas gotas 
° Filtrar em membrana PTFE modificada antes de aplicar no HPLC 

• Identificagao e quantificagao 

Injetar 100 pt (metanol-agua, 1:1) do filtrado no HPLC. O perfil de separagao cromatografica das aflatoxinas 
esta ilustrado na Figura 23.3 

• Calculos 

0 Calcular as equagoes de regressao linear com base nas areas obtidas em fungao das respectivas 
concentragoes (0,1 a 10 ng/mt) 

° Usar a seguinte formula para expressar o resultado final: 


fxg de aflatoxina 
kg da matriz 


= CA X 20 


Sendo CA: concentragao em ng/mt obtido na regressao linear; 20: fator de diluigao. 


■ Para metros de valida^ao 

Os requerimentos minimos para avaliar o desempenho de metodos analiticos para aflatoxinas dependem dos 
niveis de contaminagao. 1 A equagao de Horwitz tern sido usada para predizer a eficiencia dos metodos em fungao 
do limite de quantificagao: 


RSD = 2 (l ” 0,5 logC) 

A repetitividade (RSDr) aceitavel deve ser igual ou menor que metade (RSDr < 0,5 x RSD) do valor encontrado 
na equagao de Horwitz; enquanto a reprodutibilidade (RSDR) deve ser igual ao valor de Horwitz. 16 Na maioria dos 
casos, os metodos devem apresentar recuperagao entre 70 e 110%, coeficiente de variagao intralaboratorial inferior a 
20% (RSDr < 20%) e coeficiente de variagao interlaboratorial inferior a 30% (RSDR < 30%), bem como limite de 
quantificagao inferior ao LMT. 15 

Interpreta^ao analitica 

Os limites maximos tolerados (LMT) para aflatoxinas no Brasil, de acordo com a RDC n° 7/2011, estao 
descritos no Quadro 23.3. 17 

Outros metodos 

A necessidade de decisoes rapidas tern levado ao desenvolvimento de novos metodos de triagem; por exemplo, 
ensaio imunoenzimatico (ELISA), colunas de imunoafinidade e fluorimetria. Metodos de quantificagao e 
confirmagao tern sido desenvolvidos para cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometros de 
mass as. 

■ ELISA. Atualmente, ha varios tipos de testes (kits comerciais) no comercio com base em metodos imunoquimicos, 
tanto para deteegao qualitativa como para determinagao quantitativa. Tal tecnica pode ser competitiva direta ou 
indireta. As principals vantagens sao: rapidez, facilidade de manuseio e baixo uso de solventes organicos; no 





entanto, apresenta como desvantagens: alta incidencia de resultados falso-positivos e baixa reprodutibilidade. 
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Figura 23.3 Perfil cromatografico das aflatoxinas (aflatoxina B 1 - AFB 1; aflatoxina B 2 - AFB 2 , aflatoxina Gt - AFGt 
e aflatoxina G 2 - AFG 2 ) em amostra de amendoim naturalmente contaminada. 


Quadro 23.3 Limites maximos tolerados (LMT) para aflatoxinas em diferentes alimentos, de acordo com a RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011. 

Micotoxinas 

Alimentos 

LMT 

(mg/kg) 

Somatoria das aflatoxinas 

B-|, B 2 , G, e G 2 

Cereais e produtos de cereais, com exceijao de milho e derivados, induindo cevada malteada 

5 


Feijao 

5 

Castanhas, com exceijao de castanha-do-para, induindo nozes, pistaches, avelas e amendoas 

10 

Frutas desidratadas e secas 

10 

Castanha-do-para com casca para consumo direto 

20 

Castanha-do-para sem casca para consumo direto 

10 

Castanha-do-para sem casca para processamento posterior 

15 

Alimentos a base de cereais para alimenta^ao infantil (lactentes e criangas de primeira infancia) 

1 

Formulas infantis para lactentes e formulas infantis de seguimento para lactentes e criangas de primeira 

infancia 

1 

Amendoas decacau 

10 

Produtos de cacau e chocolate 

5 


















Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo pimentas, pimenta em po, pimenta- 20 
de-caiena e pimentao-doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta-branca e a pimenta-preta), Myristica 
fragrans (noz-moscada), Zingiber officinale (gengibre), Curcuma ionga (curcuma). Misturas de especiarias 
que contenham uma ou mais das especiarias indicadas 

Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim ou manteiga de amendoim 20 

Milho, milho em grao (inteiro, partido, amassado, moi'do), farinhas ou semolas de milho 20 

■ Colunas de imunoafinidade. Sua utilizagao tem sido para detectar e/ou quantificar aflatoxinas. Para o ensaio 
qualitative, e necessario lampada de ultravioleta e, para a quantificagao, fluorimetro. Apresenta como vantagem a 
alta sensibilidade e o baixo uso de solventes organicos; no entanto, tem demonstrado resultados falso-positivos e de 
custo elevado. 1 11 

■ Espectrometria de massas. Esta tecnica acoplada ao cromatografo liquido de alta eficiencia e um procedimento de 
confirmagao altamente especifico na analise de aflatoxinas, mas requer equipamentos de alto custo. 18 
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Capitulo 24 

Anatoxina-a | Determnagao em Amostras 
Ambientais por Cromatografia Gasosa Acoplada a 

Espectrometria de Massas 


Vania Cristina Rodriguez Salazar 


Introdu^ao 

Uma das maiores preocupagoes para a saude publica e a capacidade que alguns generos de cianobacterias tem em 
produzir toxinas. A anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2. l]non-2-eno) (Figura 24.1) e a primeira cianotoxina cuja 
estrutura quimica foi elucidada; 1 trata-se de um alcaloide com um anel heterociclico nitrogenado, de baixa massa 
molecular (165 Da) e pK a igual a 9,4- A anatoxina-a e uma mole-cula relativamente instavel em condigoes alcalinas 
(menos de 2 h em um pH 9) e na presenga de bacterias do genero Pseudomonas sp., e sua destruigao e acelerada 
pela luz solar. 4 De acordo com Smith e Sutton (1993), 5 a anatoxina-a teria meia-vida de aproximadamente 5 dias 
nos reservatorios de agua. 

Aprodugao de anatoxina-a nao se restringe a um unico genero de cianobacteria. Segundo Osswald et al. (2007), 6 
ela seria especifica de cada cepa e dependente de uma serie de fatores ambientais, tais como luz, temperatura e 
nitrogenio. Algumas especies de cianobacteria das quais a anatoxina ja foi isolada sao: Anabaena flos-aquae, 
Anabaena circinalis, Anabaena planctonica, Cylindrospermum sp., Oscillatoria agardhii, Oscillatoria formosa, 
Aphanizomenon flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi. Microcystis aeruginosa e Raphidiopsis 
mediterranean 9 

A primeira ocorrencia da anatoxina-a descrita na literatura data da decada de 1950, nos EUA. 10 Atualmente, sabe- 
se que essa toxina tem uma ampla distribuigao ao redor do mundo, compreendendo diversas regioes climaticas. 6 A 
maioria dos acidentes toxicologicos atribuidos a anatoxina-a descreve a sua presenga em reservatorios de agua 
continental, seguida do aparecimento de floragoes (crescimento acelerado de cianobacterias devido ao 
enriquecimento de nutrientes nesses corpos d’agua). 11 11 Alguns desses relatos incluem morte de gado na Finlandia, 
cachorros na Escocia, Irlanda e Franga e flamingos no Quenia. I413 , 15 17 




Figura 24.1 Estrutura quimica da anatoxina-a. 


Disposigao no organismo 

A anatoxina-a e um potente agonista nicotinico. Ela se liga irreversivelmente ao receptor nicotinico do 
neurotransmissor acetilcolina (nAChR), impedindo a despolarizagao desses receptores no musculo esqueletico 
estriado de mamiferos. 7 A ativagao do nAChR pos-sinaptico pela anatoxina-a resulta em um fluxo de sodio para o 
interior da celula, produzindo despolarizagao local suficiente para abrir os canais desse cation e tambem os canais 
de calcio dependentes de voltagem. A celula posterior pode amplificar a resposta, ativando mais canais de calcio. 
Dessa maneira, o neuronio chega a um estado de esgotamento e produz um bloqueio da transmissao eletrica 
decorrente dessa despolarizagao. 18 Consequentemente, a musculatura e superestimulada, podendo chegar a fadiga. 
Se os musculos respiratarios sao comprometidos pela agao da anatoxina-a, o abastecimento de oxigenio e 
interrompido e sao afetadas principalmente as fungoes cerebrais, causando convulsoes seguidas de sufocagao. 719 Os 
sintomas observados poucos minutos (de 1 a 4 min) apos alguns animais terem sido expostos a anatoxina-a por via 
oral (em geral, ingestao de agua contaminada com a toxina) sao: fasciculagao muscular, convulsoes e morte por 
parada respirataria. 20 Em razao de alta letalidade e da rapidez com a qual a anatoxina-a age, inicialmente ela era 
chamada de fator de morte muito rapida ( very fast death factor). 2 ' 

Ate o momenta, nao existem dados concisos sobre a toxicocinetica da anatoxina-a. Acredita-se que a absorgao 
pela via oral seja rapida devido ao curto tempo necessario para o inicio dos sinais clinicos apos exposigao por essa 
via. 22 

Finalidadeda analise 

A determinagao da anatoxina-a em amostras ambientais tern como objetivo monitorar a qualidade da agua para 
consumo humano ou animal. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

Essa determinagao fundamenta-se na identificagao e quantificagao de anatoxina-a por cromatografia gasosa 
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando duas tecnicas de extragao: microextragao em fase solida 
(SPME, solid phase microextraction) para amostras de agua e extragao em fase solida (SPE, solid phase 
extraction) para amostras de floragoes. 

■ Amostragem 

Coletar aproximadamente 10 mf de amostras de agua sem floragao em frascos ambar e manter a 4°C ate sua 
analise. 

Se o corpo d’agua tiver a presenga de floragao, as amostras devem ser coletadas com rede de fitoplancton (malha 







20 (im), de maneira que a agua que adentra pelo bocal da rede (diametro entre 20 e 30 cm) seja filtrada pela malha, 
ficando retida a floragao no copo da extremidade da rede (Figura 24.2). Posteriormente, as amostras devem ser 
liofilizadas e armazenadas a 4°C ate analise. 


■ Reagentes e solucoes 

• Metanol e acetonitrila grau HPLC 

• Diclorometano, isopropanol e hidroxido de amonio grau analltico 

• Bicarbonato de sodio anidro (NaHC0 3 ), fosfato diacido de potassio (KH 2 P0 4 ) e hidroxido de potassio (KOH) 
para analise 



Figura 24.2 Fotografia de uma coleta de floragao com rede de fitoplancton. Fonte: Prof. Ernani Pinto. 

• Agente derivatizante: hexilcloroformato Aldrich® (Milwaukee, EUA) 

• Solugao-estoque de fumarato de anatoxina-a, 1 mg/mb em metanol 

• Solugao-estoque de padrao de hidrocloreto de norcocaina de 1 mg/mf em acetonitrila. 

A partir dessas solugoes, preparar solugoes de trabalho 100 pg/mf utilizando o mesmo solvente da solugao- 
estoque (metanol ou acetonitrila). Todas as solugoes (estoque e de trabalho) devem ser condicionadas em frascos 
ambar e mantidas a-20°C. 

Preparagao tampao fosfato 0,1 M pH 6,8: 

• Pesar 3,4 g de KH 2 P0 4 

• Dissolver em 150 m£ de agua destilada e agitar no agitador magnetico 

• Ajustar 0 pH da solugao para 6,8 com uma solugao de KOH 1 M 

• Transferir para um balao volumetrico de 250 m£ e aferir 0 volume com agua destilada. Armazenar em frasco 
ambar e manter a 4°C. Valido por 30 dias. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a gas modelo 6890 associado a um espectrometro de massas modelo 5.972 ambos da Hewlett 


Packard® (Little Falls, DF, EUA). As condigoes do sistema CG-EM foram: injetor - 250°C; modo splitless; 
fluxo de helio constante - 0,6 mf/min; programagao da temperatura do forno - temperatura inicial 150°C (1 
min), rampa 15°C/min, temperatura final 270°C (11 min); interface - 280°C; gas de arraste - helio; detector - 
espectrometro de massas [modo de operagao: fragmentagao por impacto de eletrons (70 eV) e monitoramento 
seletivo de ions (SIM)]. Nessas condigoes, o tempo de duragao da corrida cromatografica foi de 20 min. Ions 
selecionados (ions quantificadores sublinhados): Anatoxina-a: 164, 191, 293; Norcocaina: 136, 168, 195 

• Coluna capilar de silica fundi da HP-5 MS (Hewlett Packard®) com as seguintes dimensoes: 30 m x 0,25 mm x 
0,10 pm 

Gas helio 

• Dispositivo de microextragao em fase solida (SPME) equipado com um suporte de silica fundida coberta de 
polidimetilsiloxano (PDMS) com espessura do filme de 100 pm Supelco® (Bellefonte, EUA) 

• Cartuchos de extragao em fase solida Bond Elut Certify® Varian (Palo Alto, CA, EUA) 

• Sistema de vacuo para extragao em fase solida (Supelco®) 

• Pipetas automaticas com volume regulavel 

• Balanga eletronica analitica 

• Barra magnetica 

Balao volumetrico de fundo chato 

• Fita de pH 

• Agitador magnetico 

• Ultras som 

• Parafilm® 

• Frascos de vidro ambar de 4 mf 

• Frascos de vidro ambar de 2 mf 

• Frascos para pequenas reagoes de 3 mf silanizados - Pier, EUA 

• Centrifuga 

• Tubos de plastico de 15 mf. 

■ Procedimento anah'tico 

Preparaqao das amostras de agua sem floraqao 

Colocar em frasco de vidro ambar de 4 mf: 

• 2 mf de amostra de agua 

• 200 mg de bicarbonato de sodio (NaHC0 3 , concentragao final 100 mg/mf) para promover o efeito de salting- 
out 

• 4 pf de hexilcloroformato (concentragao final 1.950 pg/mf) 

• 40 ng de norcocaina (PI) (concentragao final 20 ng/mf). 

Selar o frasco com Parafilm®, sonicar em banho de ultrassom por 10 min e manter overnight (aproximadamente 
8 h) a temperatura ambiente. 

Extrair a anatoxina-a e o PI derivatizados por SPME pela imersao direta da fibra de PDMS (100 pm) na amostra 
sem retirar o Parafilm® e mante-la submergida durante 20 min, sob agitagao magnetica constante. 

Injetar no CG-EM, deixando a fibra de SPME exposta no injetor aquecido durante 20 min para dessorgao dos 
analitos. 

Preparo de amostra de floraqao 

• Pesar 30 mg de amostra de floragao de cianobacteria liofilizada e ressuspender com 2,0 mf de agua ultrapura 

• Adicionar 2,0 mf de tampao fosfato 0,1 M (pH 6,8) e 1.000 ng de PI 

• Lisar as celulas em banho de ultrassom por 1 h 

• Centrifugar a amostra por 10 min a 6.300 g e coletar o sobrenadante 

• Condicionar o cartucho Bond Elut Certify® com 2 mf de metanol seguidos de 2 mf de tampao fosfato 0,1 M 




(pH 6,8) com o sistema de vacuo ligado. Desligar o vacuo assim que a solugao tampao alcangar o topo da 
camada do material da coluna 

Aplicar imediatamente a amostra com o sistema de vacuo desligado e, posteriormente, submeter as colunas a 
secagem com vacuo ajustado em 15 inHg, durante 15 min 

• Eluir os analitos com 2 mf de uma solugao de diclorometano/isopropanol/amonia (solugao eluente) na seguinte 
proporgao 12:3:0,6 

• Coletar o eluato em frasco de derivagao silanizado e evaporar sob fluxo de nitrogenio 

• Ressuspender o eluato seco com 50 pf de acetonitrila, adicionar 2 pf de hexilcloroformato, sonicar por 10 min 

• Injetar 1 pf no CG-EM. 

■ Parametros de valida^ao 

Em razao das particularidades das duas tecnicas de extragao utilizadas (SPME e SPE), foi realizada 
separadamente a validagao de ambos os metodos. Para isso, os seguintes parametros foram determinados: limite de 
detecgao (LOD), limite de quantificagao (LOQ), linearidade, precisao intraensaio e seletividade. Tambem foi 
validado o parametro de recuperagao do metodo por SPE ( Bond Elut Certify®) - CG-EM. 

O metodo por SPME-CG-EM teve como LOD e LOQ 2 e 2,5 ng/mf de agua, respectivamente, e o metodo por 
SPE ( Bond Elut Certify ®) - CG-EM 10 e 13 ng/mg de peso seco de floragao. 

O metodo por SPME-CG-EM mostrou-se linear na faixa de concentragao de 2,5 a 200 ng/mf e o metodo por 
SPE {Bond Elut Certify®) - CG-EM no intervalo de 13 a 250 ng/mg de peso seco de floragao. 

As curvas de calibragao para ambos os metodos foram construidas, seguindo o modelo matematico de regressao 
linear dos minimos quadrados. Vale salientar que, apos a aplicagao do teste da homocedasticidade as curvas de 
calibragao de ambos os metodos, verificou-se que o metodo por SPME-CG-EM nao e homocedastico 
(homocedasticidade = igualdade de variancia entre os pontos da curva), e sim heterocedasticidastico (F exp > F tab ). 
Dessa maneira, foi aplicado o modelo de regressao linear dos minimos quadrados ponderados ( weigthted least 
squares linear regression) para o metodo por SPME-CG-EM, de acordo com Almeida et al. (2002). 23 

Os coeficientes de variagao (CV) obtidos no ensaio de precisao intraensaio para o metodo por SPME-CG-EM 
foram 11, 7 e 11% para os controles de qualidade baixo, meio e alto (CQB, CQM e CQA), respectivamente. As 
concentragoes do CQB, CQM e CQA utilizadas para esse metodo foram 8, 80 e 150 ng/mf; ja para o metodo por 
SPE {Bond Elut Certify®) - CG-EM, os CV para o CQB, CQM e CQA foram 12, 6 e 16%, respectivamente 
(CQB: 40; CQM: 120 e CQA: 210 ng/mg de peso seco de floragao). 

Para realizagao do teste de seletividade, amostras de agua foram adicionadas com fenilalanina (600 ng/mf) e 
analisadas pelo metodo proposto por SPME-CG-EM. Os cromatogramas obtidos nao apresentaram nenhum sinal 
para fenilalanina. 

Os resultados do estudo de recuperagao obtidos da analise de anatoxina-a em amostras de floragao liofilizadas 
por SPE {Bond Elut Certify®) - CG-EM foram de 85% para a concentragao de 40 ng/mg, 86% para a concentragao 
de 120 ng/mg e 96% para a concentragao de 210 ng/mg. 

Interpreta^ao analitica 

Ate o momenta, nao existe um consenso sobre a concentragao maxima permitida em agua para consumo humano 
para anatoxina-a, assim como para a maioria das cianotoxinas. Entidades ambientais de alguns paises sugeriram a 
concentragao de 3 pg/f (3 ng/mf) como concentragao maxima permitida para anatoxina-a em agua; No entanto, 
devido a falta de estudos toxicologicos consistentes que suportem esse valor, ele nao foi aceito pela Organizagao 
Mundial da Saude (OMS). 24 No Brasil, de acordo com a Portaria n° 2.914 do Ministerio da Saude, as unicas 
cianotoxinas que apresentam um valor maximo permitido (VMP) estabelecido em agua para consumo humano sao 
as microcistinas e as saxitoxinas VMP, 1 e 3 pg/f, respectivamente. 2 ^ 

Outros metodos 


Nas primeiras tentativas de detectar anatoxina-a em amostras de floragoes, foram propostos protocolos de 




ensaios em animais de experimentagao. Contudo, esses metodos possibilitam somente determinar a toxicidade total 
com base na resposta observada, sendo pouco senslveis e especlficos. Alem disso, esses procedimentos nao 
monitoram nlveis subletais nem diferenciar os sinais entre as cianotoxinas neurotoxicas que podem estar presentes 
nas amostras. 2 ' Testes ecotoxicologicos em microcrustaceos como a Artemia salina, larva de Thamnocephalus 
platyurus ou ensaios em larvas de insetos tambem tern sido utilizados para avaliar a toxicidade de amostras 
contendo anatoxina-a. 26 22 A principal desvantagem desses testes e a falta de seletividade em altas doses. Por outro 
lado, Araoz et al. (2005) 2g aproveitaram a elevada afinidade da anatoxina-a pelos receptores nicotinicos e adaptaram 
um ensaio com radioligante para detectar a toxina a partir de extratos de cianobacteria, obtendo bons resultados. 

De acordo com a finalidade da analise, o tipo de amostra a ser escolhida para determinagao de anatoxina-a nao se 
restringe a agua para consumo humano ou floragoes. Alguns trabalhos descritos na literatura descrevem o uso de 
amostras de culturas de cianobacterias, conteudos estomacais post-mortem, pellets intestinais etc. 1 24 ,0 Em razao 
dos diversos tipos de matrizes passiveis de serem utilizadas na determinagao de anatoxina-a, o processo de preparo 
das amostras varia conforme as caracteristicas de cada uma delas e as limitagoes proprias da tecnica de extragao. A 
extragao liquido-liquido (LLE) foi uma das primeiras tecnicas de extragao a ser usada no preparo de amostras para 
determinagao de anatoxina-a. No entanto, a partir da decada de 1990, outras tecnicas (p. ex., extragao em fase solida 
[SPE] e microextragao em fase solida [SPME]) tern sido mais utilizadas em fungao da sua praticidade e diminuigao 
de uso de solventes. 30-33 

Tanto a cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) quanto a cromatografia gasosa (CG) tern sido muito 
utilizadas na identificagao e quantificagao da anatoxina-a. Um dos principals gargalos na analise da anatoxina-a por 
CLAE com detector ultravioleta e o fato de ela absorver em um comprimento de onda baixo (A, = 227 nm), no qual 
muitos interferentes presentes na agua tambem absorvem, prejudicando a analise. ' 4 Com o intuito de superar esse 
empecilho, outros detectores, tais como o detector de florescencia (DF) e a cromatografia liquida acoplada a 
espectrometria de massas (CL-EM), tambem tern sido utilizados com otimos resultados.’ 132 A determinagao da 
anatoxina-a por cromatografia gasosa tambem tern sido bastante bem-sucedida apos a etapa de derivatizagao, para 
tornar a molecula volatil. 

O Quadro 24.1 apresenta alguns dos principals metodos analiticos para determinagao de anatoxina-a, publicados 
na literatura a partir de amostras ambientais. 

Quadro 24.1 Metodos publicados na literatura para determinagao de anatoxina-a por cromatografia liquida e gasosa a partir de amostras 


ambientais. 

Amostra 

Tecnica de extragao 

Metodo de detec^ao 

Referenda 

Agua 

SPE 

CG-DCE 

11 



CL-EM/EM 

35 



CLAE-DF 

41 


SPME 

CLAE-DF 

31 


ELL 

CG-EM 

37,38 


Discos de extragao 

CL-EM 

42 


SPAAT 

CL-EM/EM 

45,47 

Celulasliofilizadas 

SPE 

CL-EM 

30 



EM 

32 



CLAE-DF 

34 




CLAE-UV 

39 



CLAE-DF eCL-EM/EM 

46 


SPME 

CG-EM 

36 


Filtra^ao 

CLAE-UV/CG-EM 

40 


ELL 

CG-EM 

43 

Agua e celulas liofilizadas 

SPME 

CG-EM 

44 

Agua, peixe e plantas aquaticas 

SPE 

CLAE-DF eCL-EM/EM 

48 


SPE: solid phase extraction', SPME: solid phase microextraction; ELL: extragao liquido-liquido; SPAAT: adsorgao em fase solida in situ; 
CG: cromatografia gasosa; DCE: detector por captura de eletrons; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiencia; CL: cromatografia liquida; 
EM: espectrometria de massas; DF: detector por fluorescencia; UV: ultravioleta. 
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Introduce) 

Os antibioticos sao amplamente utilizados no tratamento de doengas no gado leiteiro e tambem como 
suplementos na ragao animal. A administragao desses medicamentos veterinarios pode ser feita por via 
intramamaria, no tratamento da mastite; por via parenteral (intramuscular, intravenosa, subcutanea) para terapia de 
infeegoes, como a doenga do casco; por via intrauterina, para o tratamento de infeegoes cervicais, vaginais e 
uterinas; e por via oral, na terapeutica animal ou como suplemento alimentar, em doses subterapeuticas. 
Teoricamente, esses diversos usos podem resultar na presenga de residuos desses farmacos no leite, particularmente 
se nao forem usados de acordo com as indicagoes de bula e se nao for respeitado o periodo de carencia; ou seja, o 
tempo minimo de eliminagao desses antibioticos pelo leite. 1 Residuos de antibioticos nessa matriz biologica 
interferem na sua utilizagao industrial, inviabilizando a produgao de derivados (p. ex., iogurtes e queijos, entre 
outros), por inibir culturas de microrganismos usadas na sua produgao e, consequentemente, causando tambem 
serios prejuizos economicos. Os residuos de antibioticos no leite podem representar riscos a saude humana, 
podendo causar reagoes alergicas em individuos sensiveis. Alguns estudos sugerem que os residuos de antibioticos 
em alimentos tambem podem acarretar um efeito adverso na flora intestinal humana, o que prejudica sua agao 
protetora local, alem de propiciar a selegao de populagoes de bacterias resistentes." Entre esses antibioticos, estao 
as tetraciclinas, produzidas por diversas especies de Streptomyces , sendo algumas semissinteticas, e sao assim 
denominadas pelo fato de sua estrutura quimica apresentar quatro aneis. Elas nao sao apenas eficazes no combate as 
bacterias gram-positivas e gram-negativas, mas tambem penetram em tecidos e sao particularmente importantes 
contra riquetsias e clamidias intracelulares. 1 

O leite e seus derivados sao produtos de alta qualidade nutricional, e sao considerados uma das principals fontes 
de proteinas e calcio; alem disso, tambem sao tidos como exemplos de alimentos seguros e naturais. Para preservar 
esta reputagao, devem apresentar padroes adequados de composigao, pureza e ausencia de residuos de 
antimicrobianos ou outros contaminantes, ou aditivos nao intencionais. De acordo com a Embrapa, a produgao 
brasileira de leite em 2005 foi de 25.000 milhoes litros/ano. A quantidade anual per capita de leite adquirido para 
consumo (IBGE, 2006), durante os anos de 2002-2003, foi 38,03 l. De acordo com o Programa de Controle de 
Residuos em Leite, PCRL/2000, do Ministerio da Agriculture, ^ o limite maximo de residuo (LMR) e de 100 pg/kg 
para a soma das 4 tetraciclinas que poderao estar presentes; ou seja, tetracidina, oxitetracidina, doxicidina e 
clortetracidina. 




Disposigao no organismo 

As tetraciclinas sao parcialmente absorvidas no trato gastrintestinal, e a presenga de alimentos pode prejudicar 
sua absorgao quando administradas por via oral, com excegao da doxiciclina. Esses compostos formam quelatos 
insoluveis com calcio, magnesio, zinco, ferro e aluminio. O leite e seus derivados, as preparagoes vitaminicas, as 
preparagoes ferricas, os antiacidos e os catarticos podem reduzir sua absorgao. As concentragoes plasmaticas de 
picos de 3 a 5 pg/m 1 sao alcangadas 2 h apos a administragao oral, e picos de concentragoes plasmaticas de 10 a 20 
pg/m 1 sao alcangados 1 h apos administragao intravenosa. A meia-vida plasmatica em mamiferos com fungao renal 
normal varia de 7 a 19 h, dependendo da tetraciclina em questao. 3 ' 6 A absorgao enterica varia de acordo com o tipo 
de tetraciclina administrada. A clortetraciclina apresenta a menor absorgao (30%), enquanto a absorgao de 
oxitetraciclina e tetraciclina varia de 60 a 80%; a doxiciclina, 95% e a minociclina, 100%. 7 Apos a administragao 
oral ou intravenosa, as tetraciclinas sao amplamente distribuidas no organismo e concentram-se no figado e rins. A 
doxiciclina, por ser mais lipossoluvel, apresenta melhor absorgao no cerebro, liquido espinal, globo ocular e 
prostata em comparagao com as outras tetraciclinas. Esses compostos atravessam facilmente a placenta, 
depositando-se na forma de um complexo tetraciclina-Ca-ortofosfato nas estruturas formadoras dos ossos e dentes, 
posteriormente, podendo, nestes ultimos, resultar em manchas. A contraindicagao mais importante a respeito da 
administragao de niveis terapeuticos de tetraciclinas durante a gravidez e o aumento do risco de hepatotoxicidade e 
acidose metabolica. A distribuigao das tetraciclinas no organismo animal pode variar de acordo com a sua 
lipossolubilidade; assim, a doxiciclina e absorvida com maior facilidade, por ser mais lipossoluvel que a tetraciclina 
e a oxitetraciclina. ' As tetraciclinas sao biotransformadas pelo figado e concentradas na bile. Observa-se que as 
concentragoes biliares sao 3 a 5 vezes maiores que os niveis plasmaticos. Esses medicamentos acumulam-se no 
sangue em pacientes com insuficiencia hepatica ou obstrugao biliar. 6 Todas as tetraciclinas, exceto a minociclina, 
sao excretadas atraves da urina ou leite ou, em menor proporgao, pela bile, sendo a filtragao glomerular o processo 
responsavel pelo mecanismo de excregao renal desses antibioticos. Problemas renais prolongam a meia-vida das 
tetraciclinas, exceto para doxiciclina, que e excretada (90%) como um conjugado inativo, via trato biliar, nas fezes.' 1 

Finalidadeda analise 

Para monitorar os residuos de antibioticos em leite, costumam ser usados testes de triagem imunologicos e de 
inibigao microbiologica. Algumas desvantagens desses testes de triagem sao: baixa especificidade na identificagao 
do antibiotico, niveis de detecgao limitados, longo tempo de analise para alguns testes, alem de resultados falso- 
positivos devido a altas contagens de celulas somaticas e substancias inibitorias naturais encontradas em alimentos 
de origem animal, tais como lisozima e lactoferrina. Portanto, sao necessarias tecnicas analiticas sensiveis e 
especificas para a identificagao e a quantificagao de residuos de antibiotico no leite. A tecnica mais utilizada para 
esta proposta e a cromatografia liquida de alta eficiencia. 1 No Brasil, sao comercializadas quatro diferentes 
tetraciclinas: oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, em diversas formulagoes, para o tratamento 
de infecgoes em gado. Os testes de triagem para essa classe de antibioticos apresentam algumas limitagoes, sao 
pouco precisos, alem de nao identificar certas tetraciclinas. Os ensaios microbiologicos refletem a concentragao 
total, sem identificar a concentragao individual das tetraciclinas. Entre as tecnicas analiticas sensiveis e especificas 
utilizadas na identificagao e quantificagao de residuos de antibiotico no leite, estao as cromatograficas e, entre elas, 
a cromatografia liquida de alta eficiencia e um metodo de identificagao e quantificagao adequado a analise das 
tetraciclinas em leite. 

Metodo anal tico 


■ Fundamento do metodo 

Amostras de leite sao tratadas com um agente desproteinizante; a fase soluvel e separada por centrifugagao e os 
antibioticos presentes nesta fase sao separados, identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta 
eficiencia. 9-11 





■ Amostragem 

Para a otimizagao do metodo analitico, utiliza-se um pool de leite pasteurizado tipo A, B, C e leite UHT 
desnatado, semidesnatado e integral de diversas marcas obtidas comercialmente e submetidas a analise das 
tetraciclinas, para avaliagao de possivel residuo. As amostras que apresentem resultados negativos para as 
tetraciclinas devem compor o pool de leite a ser utilizado na validagao do metodo em questao. 

■ Reagentes e solucoes 

Os reagentes a serem utilizados sao metanol e acetonitrila Omnisolv, grau de pureza cromatografica, padroes de 
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, de teores de pureza especificados, entre 91 e 99%; a agua 
utilizada no prepare das solucoes deve ser grau reagente (resistividade > 16 MO), Millipore® (Milli Q). 

■ Equipamentos e acessorios 

O equipamento a ser utilizado e o cromatografo liquido Hewlett Packard®, modelo 1100, equipado com detector 
de arranjo de diodos, acoplado ao computador modelo Vectra XM, serie 4 a 5/150, com ChemStation para 
integragao e processamento dos cromatogramas, ou similar, e coluna Nova-Pak Waters® RP 8, 60A, 4 pm (3,9 x 
150 mm). 

A fase movel “A” e preparada misturando 900 mb de acido oxalico 0,01 M, 99 mb de acetonitrila e 1 mb de 
trietilamina (90:9,9:0,1), filtrada por filtro Millipore® 0,45 pm e desgaseificada sob pressao. 

A fase movel “B” e constituida de 100% de acetonitrila, filtrada por filtro Millipore® 0,45 pm e desgaseificada 
sob pressao. 

Para a separagao da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina nas amostras, devem ser 
estabelecidas as seguintes condigoes cromatograficas: temperatura do termostato da coluna: 35°C, fluxo da fase 
movel: 1 mb/min, comprimento de onda: 363 mn, tempo de corrida: 10 min e fase movel em sistema gradiente. 

■ Procedimento analitico 

No preparo da curva de calibragao e estudo dos parametros de validagao, as amostras de leite sao 
homogeneizadas e enriquecidas, no momenta do uso, com solugao padrao de oxitetraciclina, tetraciclina, 
clortetraciclina e doxiciclina em diferentes concentragoes. 

Este procedimento analitico, inicialmente preconizado por Furusawa (1999) e adaptado por Denobile e 
Nascimento (2004)'" e Esteban (2003)" para a determinagao de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e 
doxiciclina em leite consiste em: 

• Colocar em tubo de centrifuga 1 mb da amostra de leite e adicionar 0,35 mb de solugao de acido tricloroacetico 
a 80% em acetonitrila 

• Manter em ultrassom por 10 min 

• Agitar em vortex por 1 min 

• Centrifugar a 2.500 rpm (1.600 g) por 10 min 

• Filtrar com membrana Durapore® 0,45 pm, 13 mm 

Injetar 40 pb do filtrado no cromatografo liquido de alta eficiencia, conforme as condigoes especificadas. 

■ Parametros de validagao 

A validagao do metodo proposto consiste na avaliagao das figuras de merito: limite de detecgao, limite de 
quantificagao, linearidade, recuperagao, efeito damatriz, precisao inter e intradia, exatidao. 1214 

No estudo realizado por Denobile e Nascimento (2004), 1(1 os resultados de validagao encontrados sao 
apresentados nos Quadros 25.1 a 25.5. 

As equagoes da reta e o coeficiente de determinagao, respectivamente, de adicionados de oxitetraciclina, 
tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e leite, nas concentragoes de 50, 100, 200, 400, 800 e 1.600 ng/mb (cada 
ponto corresponde a media dos valores encontrados nas analises realizadas em seis replicatas), sao: 


y = 0,0477x- 1,4336; R 2 = 0,9996 



• y = 0,0369x - 0,9874, R 2 = 0,9994 

• y = 0,0164x +0,3646, R 2 = 0,9996 

• y = 0,0189x - 0,2386, R 2 = 0,9996. 


O perfil da separagao cromatografica da oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, obtido da 
analise do pool de leite adicionado, esta ilustrado na Figura 25.1. 


Quadro 25.1 Limites de detec^ao e quantificagao com os respectivos coeficientes de variato* do metodo de analise para a determinate de 


antibioticos em leite. 

Antibiotico 

Limite de detecto 
(ng/m£) 

Coeficiente de variato 
(CV%) 

Limite de quantificato 
(ng/m£) 

Coeficiente de variato 
(CV%) 

Oxitetraciclina 

37,5 

10,5 

50 

3,8 

Tetraciclina 

37,5 

18,3 

50 

2,9 

Clortetraciclina 

37,5 

11,3 

50 

3,8 

Doxiciclina 

37,5 

18,0 

50 

4,2 


*Media dos valores das analises em seis replicatas. 


Quadro 25.2 Recuperato* do metodo de analise para a determinate de antibioticos em leite. 


Concentragao do 

antibiotico no leite 
(ng/m£) 

Oxitetraciclina 

Tetraciclina 

Clortetraciclina 

Doxiciclina 

50 

81,5 

80,9 

84,4 

72,3 

400 

77,8 

79,4 

87,1 

66,6 

1.200 

89,6 

86,6 

73,6 

77,3 


*Media dos valores das analises em seis replicatas (em %). 


Quadro 25.3 Precisao do metodo anaii'tico para determinate de oxitetraciclina e tetraciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variate. 


Concentrato de 

antibiotico em leite 

(ng/m£) 

Oxitetraciclina - 

precisao intradia* C V 

(%) 

Oxitetraciclina - 

precisao interdias (3 
dias)* CV (%) 

Tetraciclina - precisao 
intradia* CV (%) 

Tetraciclina - precisao 
interdias (3 dias)* CV 

(%) 

100 

7,3 

6,6 

2,9 

6,9 

400 

0,2 

4,1 

0,4 

7,6 

1.200 

0,6 

6,3 

0,6 

9,9 


*Media dos valores das analises em seis replicatas. 






Quadro 25.4 Precisao do metodo anali'tico para determinate de clortetraciclina e doxiciclina em leite, expressa pelo coeficiente de variagao. 


Concentra;ao de 

antibiotico em leite 

(ng/m£) 

Clortetraciclina - 

precisao intradia* CV 

(%) 

Doxiciclina - precisao 
interdias (3 dias)* CV 

(%) 

Clortetraciclina - 

precisao intradia*CV 

(%) 

Doxiciclina - precisao 
interdias (3 dias) * CV 

(%) 

100 

4,2 

10,6 

3,3 

8,7 

400 

1,3 

1,9 

2,2 

5,3 

1.200 

0,6 

10,7 

0,7 

10,2 


*Media dos valores das analises em seis replicatas. 


Quadro 25.5 Inexatidao do metodo anali'tico para determina^ao de oxitetracidina em leite. 


Concentragao de 

antibiotico em leite 
(ng/m£) 

Oxitetracidina - 

inexatidao (%)* 

Tetracidina - 

inexatidao (%)* 

Clortetraciclina - 

inexatidao (%)* 

Doxiciclina - inexatidao 

(%)* 

100 

- 15,2 

0,6 

15,9 

- 15,9 

400 

- 6,9 

9,8 

- 10,3 

- 5,9 

1.200 

0,5 

6,6 

9,7 

0,5 


*Media dos valores das analises em seis replicatas. 
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Figura 25.1 Perfil cromatografico da oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), clortetraclina (CTC) e doxiciclina (DC) 
em leite. Cromatogramas: (A): branco e (B): leite adicionado de padrao das tetraciclinas (200 ng/mf). 

■ Considera^oes sobre o metodo 

O metodo validado e apropriado para a verificagao de residuos dos antibioticos tetraciclinas em amostras de leite, 
de facil execugao, curto tempo de analise (aproximadamente 1 hora), baixo custo e se presta a determ inagao desses 
antibioticos em concentragoes inferiores as preconizadas pelos orgaos governamentais, pois o limite de 
quantificagao e inferior ao LMR preconizado de 100 ppb. 

















Interpreta^ao analitica 

As organizagoes internacionais envolvidas com a saude publica - como o JECFA (Comite para Aditivos 
Alimentares da FAO/WHO) - estabelecem as diretrizes para o limite maximo de residuo ou limite de tolerancia 
definidos como a concentragao maxima de residuo resultante do uso de um medicamento veterinario, expresso em 
parte por milhao (ppm) ou parte por bilhao (ppb). Este e legalmente permitido ou reconliecido como aceitavel no 
alimento e estabelecido para cada antibiotico aprovado para uso em animal produtor de alimento, sendo o valor de 
limite maximo de residuo correlacionavel com a ingestao diaria aceitavel obtida a partir de ensaios de 
experimentagao animal. Um estudo conduzido pelo Centro de Medicina Veterinaria da FDA (FDA-CVM) 
estabeleceu o valor de IDA de 25 g/kg de peso corporeo para residuos totais de tetraciclinas, incluindo a 
oxitetraciclina, a clortetraciclina e a tetraciclina. Com base nesses estudos, foi estabelecido um limite de 300 partes 
por bilhao para a soma de residuos das tetraciclinas no leite. Ficou estabelecida a tolerancia individual de 300 ppb 
para cada uma das tres tetraciclinas. 1,1 

Outros metodos 

As tetraciclinas sao quimicamente caracterizadas por uma estrutura de quatro aneis conjugados parcialmente com 
um grupo funcional carboxiamida. Sao compostos anfoteros, apresentando valores de pH caracteristicos, soluveis 
em solventes organicos polares ou moderadamente polares, e formam sais e hidratos cristalinos com acidos e bases. 
Alem disso, tambem tern habilidade de formar complexos fortes com cations multivalentes; seu espectro UV 
mostra forte absorgao na faixa de 270 a 360 nm em solugoes acidas e neutras. 9 

Uma vez que as tetraciclinas (TC) vem sendo utilizadas desde meados do seculo 20, tanto na terapeutica humana 
quanto na animal, muitos sao os metodos analiticos publicados que possibilitam sua determinagao e quantificagao. 
O uso das TC pela comunidade veterinaria acarretou diversas publicagoes de otimas revisoes sobre o tema. 116-18 
Tais textos mostram que a identificagao e a quantificagao dos residuos de OTC em leite sao frequentemente 
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). A familia das TC dispoe de diferentes grupos 
funcionais na sua molecula, cuja presenga torna mais complexos os mecanismos envolvidos na sua retengao nos 
sistemas cromatograficos. Como consequencia da elevada polaridade das tetraciclinas, sao utilizadas fases rnoveis 
com elevado teor aquoso. Em tais sistemas solventes pode ocorrer a formagao de pares ionicos, de complexagao, e 
a forte interagao com grupos silanois residuais; estas reagoes dificultam a quantificagao das tetraciclinas. 19 

As TC podem ser analisadas tanto por CLAE-DAD, por detector ultravioleta, como por fluorescencia, levando- 
se em consideragao fatores importantes, tais como: a composigao da fase movel; a separagao de eventuais 
impurezas; a constante de dissociagao em meio acido; a natureza de cada solvente utilizado; a presenga de metais e a 
possibilidade de quelagao; os cuidados necessarios no tratamento da amostra, tanto em extragoes em fase organica 
quanto em fase aquosa; a formagao de complexos e desproteinizagao; alem dos eventuais processos de purificagao e 
concentragao em colunas de fase solida, cromatografia de afinidade por quelagao de metais ou evaporagao. 1 2 3 4 5 6 
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Capitulo 26 

Anticonvulsivantes | Analise de Fenobarbital, 
Primidona, Fenitoina e Carbamazepina em Plasma 
por Cromatografia Lfquida de Alta Eficiencia 


Vera Lucia Lanchote ♦ Maria Paula Marques Pereira 


Introdu^ao 

A carbamazepina, o fenobarbital, a primidona e a fenitoina sao farmacos usados no tratamento e na prevengao de 
convulsoes, frequentemente administrados em associagao, em pacientes que nao respondem a monoterapia e com 
recomendagao de monitoramento terapeutico para otimizar a eficacia e evitar a manifestagao da toxicidade. 1 

Disposi$ao no organismo 

A absorgao da carbamazepina administrada por via oral e lenta, variavel e depende da formulagao. O tempo para 
chegar a concentragao plasmatica maxima (t m .-, x ) varia de 2 a 9 h para comprimidos de liberagao imediata, 1 a 7 h 
para comprimidos mastigaveis e de 0,5 a 4 h para suspensoes. A carbamazepina apresenta biodisponibilidade de 75 
a 85%, ligagao as proteinas plasmaticas de 70 a 80% e volume aparente de distribuigao de 0,9 a 1,4 £/kg. 1 ' 1 Mais 
de 99% da dose de carbamazepina sao eliminados por metabolismo dependente do CYP3A. Embora mais de 30 
metabolites ja tenham sido identificados em pacientes tratados com carbamazepina, a carbamazepina 10,11-epoxido 
e o unico metabolito com atividade anticonvulsivante similar a carbamazepina. As concentragoes plasmaticas do 
metabolite carbamazepina 10,11-epoxido representam cerca de 50% das concentragoes plasmaticas do farmaco 
inalterado em pacientes em tratamento cronico. 1 ,2,s A carbamazepina e um indutor do CYP3A e, consequentemente, 
do seu proprio metabolismo; logo, os valores de clearance aparente sao maiores em pacientes submetidos a terapia 
cronica (Cl = 50 a 100 mf./h . kg) que em pacientes tratados com dose unica (Cl = 11 a 26 mf/h . kg). A meia-vida 
de eliminagao da carbamazepina varia conforme a idade, com relates de 18 a 55 h para adultos e 3 a 32 h para 
criangas, em dose unica. A meia-vida de eliminagao da carbamazepina em pacientes adultos tratados em 
monoterapia com doses multiplas e de 8 a 20 h; em criangas de 10 a 13 anos, e de 10 a 14 h. Em pacientes idosos, 
sao observadas meias-vidas de eliminagao de 30 a 50 h, com redugao de 25 a 40% no clearance oral, em 
comparagao com pacientes jovens. 1 ’ 4,6 A fenitoina, o fenobarbital e a primidona aumentam o clearance da 
carbamazepina em aproximadamente 2 vezes, via indugao do CYP3A, e reduzem sua meia-vida de eliminagao para 
aproximadamente 8 h. Inibidores do CYP3A como fluoxetina, cimetidina, metronidazol, entre outros, aumentam 
com relevancia clinica as concentragoes plasmaticas da carbamazepina A associagao com acido valproico aumenta as 
concentragoes plasmaticas do metabolito carbamazepina-10,11-epoxido em 50% devido a inibigao da epoxido 
hidrolase. 1 

A absorgao do fenobarbital e rapida (t miix = 0,5 a 4 h) e quase completa, com biodisponibilidade variando de 95 a 





100% na populagao adulta. A ligagao do fenobarbital as protelnas plasmaticas e baixa, com valores variando de 50 a 
60% em adultos, e de 36 a 43% em neonatos e lactentes. O volume de distribuigao do fenobarbital em criangas e 
adultos e de 0,54 a 0,73 f /kg, enquanto neonatos e lactentes exibem maiores valores (0,71 a 1,17 £ /kg). 1 
Aproximadamente 30 a 35% da dose de fenobarbital e recuperada na urina sob a forma inalterada. A excregao renal 
do fenobarbital sob a forma inalterada depende do pH da urina, com relatos de aumento do clearance renal em 
situagoes de alcalinizagao da urina. 4 A principal via metabolica do fenobarbital e a hidroxilagao aromatica com 
formagao do p-hidroxifenobarbital, uma via dependente, principalmente do CYP2C9, e, em menor extensao, do 
CYP2C19 e do CYP2E1. 10 A meia-vida de eliminagao do fenobarbital exibe significativas variagoes entre os 
primeiros 10 dias de idade pos-natal (114,2 ± 40,3 h), 11a 30 dias (73,2 ± 24,2 h) e 31 a 70 dias (41,2 ± 13,9 h). 
Ressalta-se ainda a observagao de menores valores de meia-vida de eliminagao (37 h) e maiores valores de 
clearance (5,3 a 14,1 mf/h . kg) do fenobarbital na infancia, em comparagao com adultos (meia-vida de eliminagao 
de73 a 139 he clearance de 2,1 a 4,9 mf/h . kg). 1 

A primidona e rapidamente absorvida com concentragoes plasmaticas maximas alcangadas em 2,7 a 4,2 h apos a 
administragao oral. No entanto, diferengas na fonnulagao podem alterar a velocidade da absorgao da primidona, um 
farmaco com biodisponibilidade proxima a 100%. A ligagao da primidona as proteinas plasmaticas e pouco 
significativa, com valores de aproximadamente 10%. O volume aparente de distribuigao da primidona e em torno de 
0,6 f/kg. A primidona e eliminada por metabolismo hepatico (40 a 60%) e por excregao renal da forma inalterada 
(40 a 60%); ela e metabolizada a feniletilmalonamida (PEMA) e fenobarbital (15 a 20% da dose). Nao ha dados 
relativos as enzimas envolvidas no metabolismo da primidona. O metabolito PEMA ja pode ser detectado no 
plasma apos a administragao da primeira dose de primidona; no entanto, o fenobarbital e mensuravel somente apos 
a administragao de primidona em regime de dose multipla durante 5 a 7 dias. As concentragoes plasmaticas do 
metabolito PEMA nao costumam ser monitoradas devido a baixa contribuigao na atividade anticonvulsivante da 
primidona. O clearance da primidona e de aproximadamente 0,06 f/h . kg e a meia-vida de eliminagao e de 8 h (4 a 
15 h). 1 1 A associagao de carbamazepina e fenitoina acelera o metabolismo da primidona, aumentando as 
concentragoes plasmaticas de fenobarbital e PEMA e reduzindo as concentragoes plasmaticas do farmaco inalterado. 
As razoes de concentragoes plasmaticas fenobarbital/primidona sao de 1,45 ± 0,10 em pacientes tratados com 
primidona em monoterapia; ao passo que, em pacientes com associagao de fenitoina, sao observadas razoes de 
concentragoes plasmaticas fenobarbital/primidona de 3,82 ± 2,4. 

A farmacocinetica da fenitoina e complexa em razao da variabilidade no processo de absorgao, da alta ligagao as 
proteinas plasmaticas, do metabolismo saturavel em doses terapeuticas e da interagao de farmacos. A velocidade de 
absorgao depende da fonnulagao com valores de t m . ix de 1 a 6 h para os produtos de liberagao imediata, e de 4 a 12 h 
para as formulagoes de liberagao prolongada. O grau de ligagao da fenitoina as proteinas plasmaticas e de 
aproximadamente 90%; no entanto, e reduzido em situagoes de hipoalbuminemia e em pacientes com hepatopatias 
ou nefropatias, em razao do acumulo de componentes endogenos que agem como deslocadores dos sitios de ligagao 
as proteinas plasmaticas. 1 O volume aparente de distribuigao da fenitoina e de aproximadamente 0,65 f/kg em 
pacientes com fungao renal normal e com concentragoes sericas de albumina dentro dos limites da normalidade. O 
clearance da fenitoina depende principalmente do metabolismo e, em doses terapeuticas, pode seguir cinetica de 
ordem zero, de acordo com a equagao: 


Cl = V /K + C 

m m 

Em que V m representa a velocidade maxima do metabolismo, K m representa a concentragao plasmatica de 
fenitoina - na qual a velocidade do metabolismo e metade da V m - e C representa a concentragao plasmatica media 
de fenitoina no estado de equilibrio. O metabolismo da fenitoina segue cinetica de ordem zero quando a 
concentragao plasmatica media no estado de equilibrio aproxima-se ou excede o K m . 3414 Para a maioria dos 
pacientes, os valores de K m variam entre 5 e 6 mg/f e os valores de V m , entre 5 e 9 mg/kg . dia. 1 Embora a meia- 
vida de eliminagao da fenitoina nao seja um valor constante, pelo fato de o clearance variar de acordo com a 
concentragao plasmatica, em pacientes adultos e idosos com concentragoes plasmaticas > 10 mg/f sao observados 
valores entre 30 e 100 h, enquanto, em lactentes, a meia-vida de eliminagao costuma ser < 10 h. 1,3,4 O metabolismo 
da fenitoina depende das e nz imas polimorficas CYP2C9 (80 a 90%) e CYP2C19. 1,11,12 O clearance intrinseco 


(V m /K m ) de pacientes genotipados como CYP2C9*1/*1 e CYP2C19*2/*2 e reduzido em 20%, e dos pacientes 
genotipados como CYP2C9*l/*3 e CYP2C19*1/*1 e reduzido em 50%, quando comparados aos pacientes com 
genotipo CYP2C9*1/*1 e CYP2C19*1/*1, sugerindo que a presenga de variantes alelicas, principalmente do 
CYP2C9, resulte em saturagao do metabolismo com menores doses de fenitoina. 11 A associagao de acido valproico 
desloca a fenitoina dos sitios de ligagao a albumina e resulta em redugao das concentragoes plasmaticas de fenitoina 
total (livre + ligada as proteinas plasmaticas); enquanto a concentragao livre permanece inalterada, ou ate 
aumentada, pelo fato de o acido valproico inibir o metabolismo da fenitoina. A associagao de felbamato, 
oxcarbazepina (> 1.200 mg/dia) ou topiramato tambem aumenta as concentragoes plasmaticas de fenitoina, um 
efeito observado principalmente em pacientes com concentragoes plasmaticas de fenitoina >15 mg/f. Por outro 
lado, a associagao de vigabatrina reduz as concentragoes plasmaticas de fenitoina em 20 a 30%. Outros farmacos 
nao anticonvulsivantes, tais como fluoxetina, fluvoxamina, fluconazol, isoniazida, tamoxifeno, omeprazol, 
amiodarona, entre outros, aumentam as concentragoes plasmaticas de fenitoina em virtude da inibigao do CYP2C9 
ou CYP2C19. 1,7-9 

Finalidadeda analise 

O monitoramento das concentragoes plasmaticas de anticonvulsivantes, rotineiramente realizado durante os 
ultimos 35 anos, tern contribuido de maneira relevante na individualizagao dos regimes de dosagens, com o objetivo 
de evitar ataques epilepticos e contribuir na redugao de efeitos adversos. A recomendagao deste tipo de 
monitoramento e decorrente do baixo indice terapeutico e da alta variabilidade interindividual na farmacocinetica. 
Adicionalmente, o monitoramento das concentragoes plasmaticas de anticonvulsivantes tern fomecido dados 
importantes para diferentes populagoes de pacientes portadores de diversas condigoes fisiologicas, diferentes 
estados de doengas e tratados com doses distintas em situagoes de mono ou politerapia. 1-4,6 

Tal monitoramento contribui na individualizagao de regimes de dosagens, melhorando o controle das crises 
epilepticas e minimizando o aparecimento de reagoes adversas. 1-4,6 

Metodo analftico 


■ Fundamento do metodo 

O metodo se fundamenta na extragao liquido-liquido dos anticonvulsivantes em amostras de plasma pelo 
diclorometano, seguida da cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) e detecgao por UV/visivel, usando-se 
como padrao interno o acido 5-etil-5-toluil barbiturico. 

■ Amostragem 

O tempo de amostragem do sangue em relagao ao regime de dosagem do anticonvulsivante e critico na 
interpretagao das concentragoes plasmaticas do farmaco. As amostras de sangue (volumes de 3 a 5 mf) devem ser 
obtidas no estado de equilibrio, geralmente alcangado na situagao de administragao de doses fixas do farmaco a 
intervalos fixos, durante 3 a 4 vezes a meia-vida de eliminagao’ (Quadro 26.1). As concentragoes dos 
anticonvulsivantes nao diferem entre plasma e soro. As amostras de sangue podem ser coletadas em seringas 
heparinizadas (Liquemine® 5.000 UI, Roche) e centrifugadas (1.800 g durante 20 min), e as amostras de plasma 
podem ser armazenadas a-200°C ate a analise. 1314 


Quadro 26.1 Tempo para alcangar o estado de equilibrio com a utilizagao de farmacos anticonvulsivantes. 

Farmaco 

Tempo para alcan^ar o estado de equilibrio 

Carbamazepina 

2a3semanas 

Fenobarbital 

3a4semanas 




Fenitofna 


Primidona 


<KJ x W 

[V m - (S) x (F) x ( dose/dia )] ! 


x [(2,3 VJ - (0,9) x (S) x (f)X (dose/dia)] 


1 a 4 dias (primidona); 3 a 4 semanas (fenobarbital) 


As concentrates plasmaticas de carbamazepina chegam ao estado de equilibrio em 2 a 3 semanas apos o inicio 
do tratamento devido a autoindugao do metabolismo, a qual pode continuar a ocorrer ate mesmo apos a estabilizagao 
das concentragoes plasmaticas, caso o paciente necessite de aumento da dose. Logo apos o aumento da dose, 
tambem sao necessarias 2 a 3 semanas para que ocorra a indugao maxima e seja alcant;ado um novo estado de 
equilibrio. As amostras de plasma podem ser coletadas no vale, embora o tempo de amostragem dentro do intervalo 
de dose nao seja critico, considerando-se que a carbamazepina e lenta e variavelmente absorvida. '’ 

As amostras de plasma para o monitoramento terapeutico do fenobarbital devem ser obtidas 3 a 4 semanas apos o 
inicio do tratamento ou apos alteragoes do regime de dosagem. As amostras de plasma podem ser coletadas no vale, 
embora o tempo de amostragem dentro do intervalo de dose nao seja um fator relevante, em razao da meia-vida de 
eliminagao prolongada do fenobarbital (aproximadamente 5 dias) e do relativamente curto intervalo de dose 1 (Figura 
26.1). 

Considerando que uma fragao significativa da dose de primidona e metabolizada a fenobarbital, e importante que 
tanto as concentrates plasmaticas de primidona quanto de fenobarbital sejam monitoradas em pacientes tratados 
com primidona. Embora as concentrates plasmaticas de primidona cheguem rapidamente ao estado de equilibrio (1 
a 4 dias), o efeito anticonvulsivante da primidona e estabilizado apenas 3 a 4 semanas apos o inicio do tratamento, 
devido a meia-vida de eliminagao prolongada do fenobarbital (Figura 26.1). As amostras de plasma para o 
monitoramento terapeutico da primidona devem ser obtidas 3 a 4 semanas apos o inicio do tratamento. As amostras 
obtidas no vale sao as mais reprodutiveis em razao da meia-vida de eliminagao relativamente curta da primidona 
(em tor no de 7 h). 3,6 



Semanas 

Figura 26.1 Concentrates no estado de equilibrio de primidona e fenobarbital durante o tratamento com 
primidona . 3 

A meia-vida de eliminagao da fenitoina (aproximadamente 22 h) nao e um valor constante, pelo fato de o 
clearance variar de acordo com a concentragao plasmatica. Devido ao metabolismo saturavel da fenitoina, o tempo 








para alcangar concentrates plasmaticas no estado de equilibrio costuma ser mais prolongado do que o usual - 3 a 4 
vezes a meia-vida de eliminagao. O tempo requerido para atingir 90% das concentrates plasmaticas no estado de 
equilibrio, para um determinado regime de dosagem, pode ser calculado com base na equagao a seguir, na qual o K m 
e expresso em mg/£, o V d em £ e o V m e a dose em mg/£. 

t = x (V X [(2,3 VJ - (0,9) X (S) X (F) X 

m [ V m - (S) X (F) X (dose/dia)] 2 ( doseldia)] 

Em geral, e recomendada a obtengao de amostra de plasma no vale, embora o tempo de amostragem dentro do 
intervalo de dose nao seja relevante, porque a absorgao lenta da fenitoina minimiza as flutuagoes entre as 
concentragoes de pico e de vale.' 

■ Reagentes e solucoes 

• Preparar solugoes padrao dos anticonvulsivantes (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) em metanol nas concentragoes 
de 1.200; 600; 300; 200; 100 e 20 pg/mf de fenobarbital e fenitoina e nas concentragoes de 600; 300; 200; 100; 
20 e 10 pg/mf de primidona, carbamazepina e carbamazepina 10,11-epoxido 

• Preparar a solugao do padrao interno acido 5-etil-5-toluil barbiturico (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) na 
concentragao de 10 pg/mf de metanol. As solugoes sao estaveis durante 3 meses quando armazenadas a —20°C 

• Obter os solventes metanol, hexano 85% (Mallinckrodt® Chemicals, Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, 
NJ, EUA), acetonitrila, isopropanol (J. T. Baker® Mallinckrodt Baker Inc., Phillipsburg, NJ, EUA) e 
diclorometano (E M Science®, Merck, Darmstadt, Alemanha) como grau HPLC 

• Obter acido cloridrico, acido acetico e o acetato de sodio como grau PA (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

■ Equipamentos e acessorios 

O sistema de cromatografia liquida de alta eficiencia marca Shimadzu® (Kyoto, Japao) e constituido por: 

• Bomba modelo SPD-10ADVp 

• Detector por ultravioleta UV-VIS, modelo SPD-10AV, operando em 220 nm 

• Integrador CR 6A 

• Injetor manual Rheodyne®, modelo 7125, com amostrador de 20 pf 

• Coluna de fase reversa RP18 LiChrospher® 100 (Merck, Darmstadt, Alemanha), 125 x 4 mm, particulas de 5 
pm, acoplada a pre-coluna similar (4x4 mm), com fase movel constituida por mistura de tampao acetato de 
sodio 0,25 M pH 6,5 (77%), acetonitrila (18%), isopropanol (3,5%) e metanol (1,5%), com fluxo de 1,0 
mf/minuto, em que sao separados os anticonvulsivantes. 

■ Procedimento analitico 

• Adicionar 25 pf da solugao de padrao interno e 25 pf HC1 1 M nas amostras de 500 pf de plasma 

• Extrair com 5,0 mf de diclorometano em agitador tipo mixer por 1 min 

• Centrifugar a 1.800 g por 5 min 

• Transferir as fases organicas para tubos conicos 

• Evaporar os extratos ate a secura (evaporadora centrifuga modelo RCT90 e RC 10.22, Jouan® AS, St. Herblain, 
Franga), na temperatura de 25°C 

• Retomar os residuos em 100 pf da fase movel e 100 pf de //-hexano 

• Agitar por 20 s e centrifugar a 1.800 g por 2 min 

• Injetar uma aliquota de 20 pf da fase inferior no sistema cromatografico 

• Construir curvas de calibragao com dados das analises de aliquotas de 500 pf de plasma branco (obtido de 
voluntaries nao tratados com medicamentos nos ultimos 15 dias), enriquecidas com 25 pf de cada uma das 
solugoes padrao descritas. Submeter as amostras aos procedimentos de extragao e analise cromatografica. 

Calcular as equagoes de regressao linear com base nas razoes de alturas padrao/padrao interno e plotar essas 
equagoes em fungao das respectivas concentragoes plasmaticas (1 a 60 pg/mf de plasma para fenitoina e 





fenobarbital, e 0,5 a 30 pg/m f de plasma para primidona, carbamazepina e carbamazepina 10,11-epoxido). Uma 
ilustragao dos cromatogramas obtidos esta apresentada na Figura 26.2. 


■ Parametros de valida^ao 

Os componentes endogenos do plasma nao sao considerados interferentes do metodo analltico com base na 
avaliagao de seis amostras de plasma, obtidas de diferentes voluntaries sadios nao tratados com medicamentos nos 
ultimos 15 dias; sendo quatro amostras normais, uma lipemica e uma hemolisada. 15 Outros farmacos possivelmente 
associados aos anticonvulsivantes tambem nao sao considerados interferentes, tais como prednisona, clonazepam, 
amitriptilina, propranolol, cimetidina, dexametasona, metildopa, fluoxetina, diazepam e hidroclorotiazida. As 
recuperagoes absolutas sao proximas a 100% para todos os farmacos investigados. Os limites de quantificagao 
(menores concentrates quantificadas com coeficientes de variagao e erros relativos < 20%; n = 5) sao de 1 mg/m£ 
de plasma para o fenobarbital e a fenitoina, e de 0,5 mg/m £ de plasma para a primidona, carbamazepina e 
carbamazepina 10,11-epoxido. Os coeficientes de variagao e os erros relativos obtidos, respectivamente, nos 
estudos de precisao e exatidao intraensaio (n = 10) e interensaio (n = 5) sao < 15%. 13 

A corrida analitica deve conter as amostras desconhecidas, os padroes de calibragao (seis diferentes 
concentragoes) e os controles de qualidade em concentragoes baixa (menor ou igual a 3 vezes o limite de 
quantificagao), alta (75 a 90% da maior concentragao da curva de calibragao) e media (aproximadamente a media 
das concentragoes baixa e alta). 1 ' 1 



Figura 26.2 Cromatogramas referentes a: A. Plasma branco. B. Plasma branco enriquecido com 
anticonvulsivantes. C. Plasma de paciente tratada com carbamazepina. Anticonvulsivantes: 1. Primidona. 2. 
Fenobarbital. 3. Carbamazepina 10,11-epoxido. 4. Padrao interno. 5. Carbamazepina e 6. Fenitoina. 


Interpreta^ao analitica 

As concentragoes plasmaticas dos anticonvulsivantes podem ser interpretadas com base nos intervalos 
terapeuticos recomendados, somente nas situagoes em que a coleta da amostra e realizada com base na logica da 
farmacocinetica (Quadro 26.2). Ressalta-se ainda que os intervalos terapeuticos sao recomendados com base na 
concentragao total do anticonvulsivante (concentragao livre + concentragao ligada as proteinas plasmaticas) e que 
podem ocorrer alteragoes na concentragao livre do anticonvulsivante no plasma em determinadas situagoes 
fisiologicas (p. ex., gestagao), estados de doengas (p. ex., hepatopatias, insuficiencia renal, entre outras), 
desnutrigao ou interagoes de farmacos. 1 : 

Os dados da literatura ainda sao contraditorios quanto a importancia do monitoramento das concentragoes 






























plasmaticas da carbamazepina 10,11-epoxido em pacientes tratados com carbamazepina. Aproximadamente metade 
da dose de carbamazepina e metabolizada a carbamazepina 10,11-epoxido, um metabolito com atividade 
anticonvulsivante similar a da carbamazepina e com discutivel contribuigao na manifestagao de efeitos adversos. A 
associagao de carbamazepina a outros anticonvulsivantes, como fenitoina, fenobarbital ou acido valproico, resulta 
em aumento das concentragoes plasmaticas de carbamazepina 10,11-epoxido, e interpretagoes menos precisas 
podem ocorrer nas situagoes de conhecimento somente das concentragoes plasmaticas de carbamazepina.'’ O 
intervalo terapeutico da carbamazepina 10,11-epoxido nao e conliecido; no entanto, estao sendo propostas 
concentragoes plasmaticas do metabolito no intervalo de 0,4 a 4,0 pg/mf. 1 ,4 

Os intervalos terapeuticos para o fenobarbital e a primidona sao defmidos como 10 a 40 pg/mf e 5 a 10 pg/m 1, 
respectivamente. 1 Quando o paciente e tratado com primidona, e importante que sejam consideradas tanto as 
concentragoes plasmasticas de primidona quanto de fenobarbital, considerando que aproximadamente 20% da dose 
de primidona e metabolizada a fenobarbital. O ajuste de dose da primidona deve ser realizado com cautela em 
pacientes com tempo de tratamento inferior a 3 a 4 semanas em fungao do tempo necessario para alcangar as 
concentragoes plasmaticas de fenobarbital no estado de equilibrio. 1-4 As concentragoes plasmaticas de fenitoina 
recomendadas como terapeuticas sao de 10 a 20 pg/mf. A individualizagao da dose de fenitoina com base nas 
concentragoes plasmaticas representa um processo complexo em razao da farmacocinetica nao linear em doses 
terapeuticas e da alta ligagao as proteinas plasmaticas. Em decorrencia do metabolismo saturavel da fenitoina, 
pequenas alteragoes na dose podem resultar em modificagoes desproporcionais nas concentragoes plasmaticas, 
como tambem prejudicar o uso da meia-vida de eliminagao na estimativa do tempo para chegar as concentragoes 
plasmaticas no estado de equilibrio. Ressalta-se ainda que a ligagao da fenitoina as proteinas plasmaticas e reduzida 
em pacientes com hipoalbuminemia, uma situagao que resulta em redugao na concentragao plasmatica total 
(concentragao livre + concentragao ligada), mas nao na concentragao plasmatica livre de fenitoina apos o processo 
de redistribuigao. As possiveis consequencias clinicas sao apenas transitorias; no entanto, o conhecimento de que a 
concentragao plasmatica total de fenitoina e baixa na situagao de hipoalbuminemia contribui para a redugao do risco 
de decisoes terapeuticas inapropriadas. 1-4 O acido valproico desloca a fenitoina dos sitios de ligagao as proteinas 
plasmaticas, aumentando em aproximadamente 2 vezes a fragao livre de fenitoina e, ao mesmo tempo, age como 
inibidor do metabolismo da fenitoina com consequente redugao de seu clearance intrinseco. Logo apos o processo 
de redistribuigao, a concentragao livre de fenitoina nao retorna aos valores basais e permanece aumentada. A 
magnitude do aumento da concentragao plasmatica livre de fenitoina e variavel e depende das concentragoes 
plasmaticas de acido valproico. A concentragao plasmatica total de fenitoina pode estar inalterada, reduzida ou ate 
aumentada na situagao de interagao com o acido valproico. O conhecimento da concentragao plasmatica total de 
fenitoina pode ser util no ajuste de dose de pacientes tratados concomitantemente com acido valproico; no entanto, o 
aumento da fragao livre de fenitoina nao pode ser desconsiderado. 1 44 


Quadro 26.2 Intervalo terapeutico de farmacos anticonvulsivantes. 1 

Farmaco 

Intervalo terapeutico (pg/m£) 

Carbamazepina 

4a 12 

Fenobarbital 

10 a 40 

Fenitoina 

10 a 20 

Primidona 

5 a 10 (primidona); 10 a 40 (fenobarbital) 


A carbamazepina, a fenitoina, o fenobarbital e a primidona sao indutores do CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, 
CYP3A4, UDP-glicuronosil transferases e epoxido hidrolase, resultando na redugao das concentragoes plasmaticas 
de outros anticonvulsivantes associados, tais como acido valproico, tiagabina, etossuximida, lamotrigina, 
topiramato, oxcarbamazepina, zonisamida, felbamato, entre outros. O metabolismo da carbamazepina, alem do 
processo de autoindugao, tambem e induzido por fenitoina e fenobarbital. Considerando a indugao enzimatica como 


um processo reversivel, a descontinuagao da associagao dos anticonvulsivantes indutores enzimaticos pode resultar 
em toxicidade caso nao haja o ajuste do regime de dosagem. 2,9 

Outros metodos 

A determinagao das concentragoes plasmaticas de anticonvulsivantes por CLAE permanece como o metodo de 
escolha para laboratories com numero de analises relativamente baixo, mas com arnpla variedade de farmacos 
analisados. Os imunoensaios sao tecnicas com menor custo em relagao ao CLAE, fornecem resultados rapidos, sao 
sensiveis, mas podem resultar em reagoes cruzadas com metabolitos, incluindo metabolites ativos como a 
carbamazepina 10,11-epoxido ou metabolitos inativos como a p-hidroxifenitoina acumulada em pacientes com 
insuficiencia renal. Logo, os imunoensaios podem fornecer resultados que nao coincidem com metodos mais 
especificos. Outras tecnicas mais sensiveis e de maior especificidade, tais como CG-EM e CLAE-EM/EM, 
costumam ser empregadas com finalidade de pesquisa e geralmente nao estao disponiveis em laboratories de 
rotina. 2 ’ 14 ’ 16 
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Capi'tulo 27 

Arsenio | Determnagao em Peixes por 
Espectrometria de Absorgao Atomica 


Elizabeth de Souza Nascimento ♦ Michela Denobile 


Introdu^ao 

O arsenio e particularmente dificil de ser considerado como um elemento unico, em razao de suas caracteristicas 
quimicas complexas e a existencia de diferentes compostos arseniais. Ele pode ser encontrado na forma trivalente 
ou pentavalente, sendo amplamente distribuido na natureza. As formas mais comuns dos compostos de arsenio 
inorganico trivalente sao: trioxido de arsenio, arsenito de sodio e tricloreto de arsenio. Os compostos inorganicos 
pentavalentes sao: pentoxido de arsenio, acido arsenico e arsenatos - entre eles, arsenatos de chumbo e calcio. Os 
compostos organicos podem tambem ser trivalentes. 1 

O arsenio inorganico e liberado no meio ambiente a partir de varias fontes antropogenicas, como fundi goes de 
cobre, zinco e chumbo, queima de carvao, uso de praguicidas e fertilizantes, fabricagao de vidros, semicondutores e 
outros processos quimicos, 2 e tambem de fontes naturais, como atividades vulcanicas e intemperies em solo. 1 
Como resultado dos processos metabolicos naturais na biosfera, o arsenio apresenta um grande numero de 
diferentes especies organicas e inorganicas, existindo mais de 25 especies diferentes ja identificadas no meio 
ambiente. O Quadro 27.1 apresenta algumas dessas especies. 2 

Entre os varios metais e metaloides presentes no meio ambiente, o arsenio se sobressai devido ao seu potencial 
toxico. Em geral, e quantificado como arsenio total (As-t) que pode ser encontrado em alimentos, em varias formas 
quimicas que diferem em grau de toxicidade e patologias a elas associadas. As formas toxicas mais comuns sao as 
inorganicas, As(III) e As(V), e a soma de ambos representa o arsenio inorganico (As-I), o qual e considerado um 
carcinogeno luimano. 

O arsenio e considerado um agente toxico para humanos e, dependendo da dose, sua ingestao pode ser fatal. A 
maioria dos casos de intoxicagao humana por arsenio ocorre devido a exposigao ao arsenio inorganico, podendo 
haver muitas diferengas no potencial toxico das diferentes formas quimicas (p. ex., o arsenito e 60 vezes mais 
toxico que o arsenato). Biologicamente, as formas organicas costumam ser menos toxicas do que as inorganicas, 
com excegao do MMA III (acido monometilarsonoso). 4 

A toxicidade dos compostos arseniais diminui da seguinte maneira: arsina (As -3 ) —> derivados organicos da 
arsina —> arsenio inorganico (As +3 ) —> arsenio organico (As +3 ) —> arsenio inorganico (As +5 ) —> compostos 
organicos de arsenio pentavalentes (As +5 ), compostos de arsenio e arsenio elementar. De acordo com essa escala, o 
As(III) e cerca de 10 vezes mais toxico que o As(V).'' 

As especies arseniais inorganicas (arsenato e arsenito) sao classificadas como carcinogenos; ja as metiladas 
(acido monometilarsonio [MMA] e acido dimetilarsinico [DMA]) recentemente foram identificadas como 
promotoras de cancer. A arsenobetaina e arsenocolina, que sao metiladas, sao consideradas pouco toxicas. Em 
organismos marinhos, foram relatadas mais de 32 especies diferentes de arsenio organico e inorganico. 3 




Disposi^ao no organismo 


A exposigao humana as especies organicas e inorganicas do arsenio ocorre por meio de alimentos, agua e meio 
ambiente. Cada uma das especies de arsenio apresenta diferentes propriedades flsico-quimicas e biodisponibilidade; 
portanto, o estudo desses compostos e muito complexo com relagao a toxicocinetica e biotransformagao em animais 
e humanos. 

As vias de exposigao mais comuns sao: respiratoria, pela inalagao de poeira e fumos que apresentem compostos 
arseniais, e a oral, por meio do consumo de bebidas, alimentos e agua. A pele tambem pode ser uma via de 
exposigao ao arsenio; no entanto, os compostos inorganicos sao pouco absorvidos por esta via, exceto os 
corrosivos, como o tricloreto de arsenio/ 1 

Em uma dose unica de arsenito, As(III), ou arsenato, As(V), aproximadamente 80 a 90% sao absorvidos no trato 
gastrintestinal de humanos e animais. A biodisponibilidade do arsenio inorganico ingerido depende da matriz em 
que se encontra (p. ex., alimento, agua, bebidas), da propria solubilidade dos compostos arseniais e da presenga de 
outros constituintes do alimento e nutrientes contidos no trato gastrintestinal. O trioxido de arsenio pode ser 
encontrado na forma de aerodispersoides; a deposigao nas vias respiratorias e a absorgao pulmonar dependem da 
forma quimica e do tamanho da particula. 1 As particulas de diametro aerodinamico inferior a 1 pm sao absorvidas 
pelo pulmao; enquanto as maiores, por meio do movimento mucociliar, sao absorvidas pelo trato gastrintestinal. 
Apos a absorgao, o arsenio distribui-se na fragao eritrocitaria em torno de tres vezes mais do que na plasmatica, nao 
se ligando frrmemente as proteinas sericas. O tempo de meia-vida do arsenio inorganico no sangue humano e de 2 
h; assim, a sua presenga neste fluido biologico indica uma exposigao recente. 1 


Quadro 27.1 Exemplos de compostos arseniais encontrados no ambiente marinho. 

Alueviacao 

Especies arseniais 

Formula* 

As(lll) 

Arsenito 

As(0 ) 3 

As (V) 

Arsenato 

As0(0 ) 3 

MA 

Metilarsinato 

CH 3 AsO(0 ) 2 

DMA 

Dimetilarsinato 

(CH 3 ) 2 As0(0) 

AB 

Arsen obetaina 

(CH 3 ) 3 As + ch 2 coo 

TMAO 

Oxido trimetilarsina 

(CH 3 ) 3 AsO 

AC 

Arsenocolina 

(CH 3 ) 3 As + CH 2 CH 2 OH 

TETRA 

Ion tetrametilarsonio 

(CH 3 ) 4 As + 


TMAP Trimetilarsoniopropionato (CH 3 ) 3 As + CH 2 CH 2 COO 


o 


II 


H,C— 



HO 


OH 


Arsenoaijucar 1 


(Glicerol agucar) 


R = OH 




ArsenoapicaU 

(Fosfato agucar) 

R = 0P(0)(0 )0CH 2 CH(0H)CH 2 0H 

Arsenoa^ucar3 

(Sulfonato agucar) 

ZJ3 

II 

uo 

1 

Arsenoagucar 4 

(Sulfato agucar) 

R = 0S(V 


*Fonna desprotonada dos componentes. 


O arsenio deixa rapidamente a corrente sanguinea para se depositar nos tecidos e e armazenado no figado, nos 
rins, nos pulmoes e nos ossos. Os tecidos que apresentam alta concentragao de grupos sulfidrilas, como os ricos 
em queratina (pele, cabelo e unhas), sao os que dispoem de maiores concentragoes de arsenio e sao utilizados como 
indicadores da exposigao nao recente ao arsenio. As concentragoes na urina, por outro lado, sao bons indicadores de 
uma exposigao recente. 

A urina e a via mais significativa de excregao do arsenio absorvido e aproximadamente 60% da quantidade 
ingerida diariamente e assim eliminada na forma inalterada ou apos biotransformagao. A eliminagao pelas fezes e 
pouco relevante. Nas primeiras horas apos o inicio da exposigao, a excregao na urina e representada principalmente 
pela forma inorganica; depois de aproximadamente 8 h, as especies metiladas sao as preponder antes. 1 

A biotransformagao do arsenio inorganico e realizada por metilagao das formas organicas MMA (acido 
monometilarsenio) e DMA (acido dimetilarsinico), que e o principal metabolite urinario. O arsenio inorganico e 
transformado em DMA por meio de reagoes consecutivas de redugao e metilagao. Uma fragao substancial do As(V) 
absorvida e rapidamente reduzida a As(III) pela oxidagao de glutationa (GSH) em dissulfeto de glutationa (GSSG). 
Em seguida, o arsenito formado e metilado, originando MMA e DMA. O figado e o principal local de metilagao, 
em que o As(III) reage com a S-adenosilmetionina (SAM) por oxidagao, resultando na transference do grupo 
metila do enxofre para o arsenio. 1,5,8 

Em alguns estudos em humanos, nos quais os metabolites urinarios de arsenio inorganico foram avaliados por 
especiagao, observaram-se valores medios de 10 a 30% de arsenio inorganico, 10 a 20% de MMA e 55 a 76% de 
DMA. Esses resultados foram obtidos em pessoas expostas ambiental e ocupacionalmente ao arsenio. As variagoes 
na metilagao do arsenio podem estar associadas a fatores como polimorfismos geneticos, idade, sexo e 
tabagismo. 1 ' 

A exposigao cronica ao arsenio inorganico e mais comum que a exposigao aguda, e afeta principalmente a pele, o 
figado e os sistemas gastrintestinal, respiratorio, cardiovascular, hematopoetico e nervoso. Os efeitos mais 
evidentes da exposigao cronica ao arsenio inorganico por ingestao sao as alteragoes cutaneas; entre elas, a 
eritematose leve que progride para melanose e hiperqueratose, preferencialmente nas extremidades, e a descamagao 
difusa das palmas das maos e plantas dos pes. 1,8 

A 1ARC (International Agency for Research on Cancer) (1987) e EPA (Enviromnental Protection Agency) 
(1988) classificam o arsenio como carcinogeno humano classe I, para o qual ha evidencia suficiente, a partir de 
estudos epidemiologicos, de uma associagao causal entre a exposigao ao arsenio e o cancer de pele e pulmao (no 
caso de exposigao por via inalatoria). Alguns estudos indicam elevados riscos de cancer em multiplos orgaos 
(pulmao, pele, vesicula, rins e figado) em diversas areas do mundo, incluindo Japao, Bangladesh, India, Chile e 
Argentina, onde as populagoes estao expostas a agua potavel contaminada com arsenio. s 

Finalidadeda analise 

O presente metodo visa monitorar a presenga de As total em peixes. 

Metodo de analise 


■ Fundamento do metodo 

A determinagao de arsenio total e feita em amostras de peixes, previamente liofilizadas, trituradas e pulverizadas, 





que sao posteriormente submetidas a mineral izagao e posterior quantificagao por FI-HG-EAA; ou seja, geragao de 
hidretos (FI-HG) e espectrometria de absorgao atomica (EAA)/ 1 1 

■ Amostragem 

As amostras de postas de peixe cagao devem ser adquiridas em diferentes estabelecimentos comerciais e 
preparadas pela separagao das partes comestiveis daquelas nao comestiveis (intestino, escamas, cabega e ossos). As 
partes comestiveis sao congeladas a -20°C e liofilizadas em alta pressao. Nesse processo, a sublimagao e obtida 
por pressao e congelamento. As amostras liofilizadas devem ser trituradas e homogeneizadas ate se obter um po 
fino; posteriormente, devem ser armazenadas a 4°C ate o momenta de analise. 

■ Reagentes e solucoes 

Todos os reagentes quimicos sao grau p.a. ou de pureza superior a este: 

• Agua ultrapura (Milli-Q® water system, Millipore Inc.), com resistividade 18,2 M.cm. 

• Diluigoes de padrao de As(V) preparadas a partir da diluigao da solugao padrao comercial (1.000 mg/f) de 
As(V) da Merck 

• Diluigoes padrao de As(III) preparadas por redugao de uma solugao padrao de As(V) 

• Solugao redutora para a conversao de As(V) a As(III): mistura de iodeto de potassio (KI) 5% (p/v) e acido 
ascorbico (C 6 H 8 0 6 ) a 5% (m/v) 

• Solugao redutora de As para a geragao de hidreto: boroidreto sodico (NaBH 4 ) 0,2% (p/v) em solugao de NaOH 
0,05% (p/v). Essa solugao deve ser preparada diariamente e filtrada em papel Whatman® n° 42 antes de sua 
utilizagao 

• Vidraria e material em polietileno previamente tratados com 10% de HN0 3 , 10% v/v por 24 h e enxaguados tres 
vezes com agua deionizada 

• Material de referenda a ser utilizado e o DORM-2 ( dogfish muscle). 

■ Equipamentos e acessorios 

• Espectrometro de absorgao atomica (EAA) modelo 3300 Perkin-Elmer®, equipado com um amostrador 
automatico Perkin-Elmer®, modelo AS-90, e um sistema de injegao em fluxo (FI) Perkin-Elmer®, modelo 
FIAS-400, para fornecer geragao de hidreto no modo de fluxo continuo. Como sistema de atomizagao, utiliza-se 
um tubo de quartzo aquecido eletricamente 

Liofilizador FTS System®; Moulinex Optiquick® de uso domestico, com uma potencia maxima de 900 W 

• Banho de areia 

Mufla Heraeus® modelo K 1253 equipada com programa controle modelo Eurotherm Controls® 902 

• Agitador mecanico IKA Labortechnik®, modelo KS 125 

• Centrifugas para tubos de 50 mf Merck, modelo Eppendorf® 5810 e para tubos Eppendorf®, Merck, modelo 
Heraeus®. 

As condigoes analiticas para a determinagao de As total por FI-HG-EAA sao: 

• Geragao de hidretos (FI-HG): amostra (0,5 mf) 

• Agente redutor: NaBH 4 0,2% p/v em NaOH 0,05% p/v; fluxo de 5 mf /min 

• Acido cloridrico 10% v/v, fluxo 10 mf/min 

• Gas de arraste: argonio, fluxo 100 mf/minuto 

• Espectrometria de absorgao atomica (EAA): celula de quartzo: 900°C; comprimento de onda: 193,7 nm; 
passagem da fenda spectral 0,7 nm; lampada de arsenio: 400 mA, EDL ( electrodeless discharge lamp) System 
2; temperatura de atomizagao: 900°C. 

■ Procedimento analitico 

A determinagao de arsenio total em peixes e realizada apos liofilizagao, trituragao e pulverizagao das amostras. A 




mineralizagao e realizada da seguinte maneira: 9 11 

• Pesar 0,25 g de amostra liofilizada e adicionar 2,5 ml de agente coadjuvante da mineralizagao (Mg(N03) 2 20%, 
p/v + MgO 2%, p/v) e 5 ml de acido nitrico (50%) v/v 

• Evaporar ate secura no banho de areia e, posteriormente, mineraliza-la aplicando-se um ciclo de temperatura- 
tempo, com aumento gradual de temperatura, em que as amostras permanecem 12 h a 450°C 

• Umedecer as cinzas com HN0 3 10% (v/v) quando a aplicagao de um ciclo de mufla nao for suficiente para a 
destruigao total da materia organica 

• Evaporar ate a secura no banho de areia e novamente submeter a um programa de temperatura-tempo, como 
indicado anteriormente 

• Dissolver as cinzas obtidas depois da mineralizagao com 5 ml de acido cloridrico (6 M) 

• Adicionar 5 ml do agente pre-redutor (acido ascorbico (5%) p/v + iodeto de potassio (5%) p/v) 

• Filtrar a solugao em papel Whatman n° 1 apos 30 min, e completar o volume com acido cloridrico (6 M) a 25 
ml em balao volumetrico 

Ler a amostra em sistema de injegao de fluxo, que permite a geragao de hidretos e leitura no espectrometro de 
absorgao atomica, nas condigoes descritas no item “Equipamentos e acessorios” 

• Integrar os sinais em altura de pico e realizar a quantificagao com comparagao da curva de calibragao de As(III) 
em intervalo de 0 a 10 ng/ml. As concentragoes das solugoes padrao sao 0, 1,2, 5, 7,5 e 10 ng/ml. Preparar as 
amostras em tres replicatas e realizar duas leituras para cada uma. 

■ Parametros de valida^ao 

A validagao do metodo proposto consiste na avaliagao das figuras de merito: limite de detecgao (LD), 
linearidade, recuperagao; precisao, exatidao. Em estudo realizado por S liner et al. (2002), 1(1 os valores obtidos 
foram: LD: 0,026 mg/kg; linearidade: 0 a 10 ng/ml; precisao: 2%; recuperagao: 98%; exatidao avaliada com o 
DORM-2 de (18,0 ± 1,1 pg/g, peso seco:valor certificado), (17,9 ± 0,5 pg/g, peso seco:valor obtido). 11 

Interpreta^ao anahtica 

A legislagao brasileira regulamenta os niveis de arsenio em alguns alimentos e generos alimenticios, conforme a 
Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998, que aprova o Regulamento Tecnico “Principios Gerais para o 
Estabelecimento de Niveis Maximos de Contaminantes Quimicos em Alimentos”, e seu Anexo “Limites Maximos 
de Tolerancia para Contaminantes Inorganicos”, de acordo com a publicagao no D.O.U. - Diario Oficial da Uniao 
do Poder Executivo, de 28 de agosto de 1998; o orgao emissor e o Ministerio da Saude - Secretaria de Vigilancia 
Sanitaria (SVS/MS); a area de atuagao e alimentos e este regulamento determina o limite maximo de tolerancia de 
1,0 mg/kg para o arsenio em peixes e produtos derivados de peixe. 

O Comite de Especialistas sobre Aditivos em Alimentos da Organizagao Mundial da Saude (JECFA/FAO/WHO) 
recomenda a ingestao semanal toleravel provisional de arsenio inorganico de 15 pg/kg de peso corporeo, que 
corresponde a uma ingestao de aproximadamente 130 pg/dia para uma pessoa de 60 kg/ 

Nos EUA, a media estimada para a ingestao diaria de arsenio por meio de alimentos e de 12 a 40 pg. Para a 
FAO/WHO, a dose diaria maxima aceitavel e de 2 pg As/kg. Os alimentos marinhos, graos e cereais contribuem 
com a maior parte do arsenio na dieta. 

A Agencia de Protegao Ambiental dos EUA (USEPA) estabeleceu, em 2001, o limite para arsenio em agua de 10 
pg/l. No Brasil, a legislagao em vigor para agua de consumo humano e a Portaria n° 1.469, de 29 de dezembro de 
2000, que estabelece o limite de 0,01 mg/I. 5 

Admite-se que, para um adulto de 70 kg, a ingestao diaria media de As deva ser de 12 a 40 pg. O limite superior 
de seguranga, provavelmente, podera ser de 140 pg pelo fato de o arsenio, aparentemente, nao ser toxico em casos 
de ingestao entre 140 e 250 pg/dia. Esses valores estao de acordo com a FAO/WHO para individuos com 70 kg. O 
NOAEL (nivel no qual nao se observa nenhum efeito) calculado para o arsenio e de 0,8 mpg/kg . dia; e o LOAEL 
(menor nivel no qual se observa um efeito adverso) e de 14 pg/kg . dia. O NOAEL dividido pelo fator de incerteza 
de 3 deriva a RfD de 0,3 pg/kg . dia, dose oral de referenda, que representa a estimativa do nivel de exposigao 



diaria sem risco apreciavel de efeitos deleterios. 12 

Com excegao da exposigao ocupacional, os alimentos e a agua geralmente sao as principais fontes de arsenio para 
o homem. Durante muitos anos os estudos se concentraram na determ inagao de arsenio total; no entanto, nas 
ultimas decadas, as pesquisas estao sendo direcionadas para a caracterizagao das especies arseniais proprias para 
cada tipo de alimento. 5 

As maiores quantidades de arsenio sao encontradas no pescado - que inclui peixes, moluscos, crustaceos e algas 
comestiveis. O conteudo de arsenio inorganico em peixes geralmente nao excede 0,1 mg/kg, peso seco; assim, ate o 
momenta, admite-se que o consumo de peixe nao represente risco a saude associado a metais taxicos. O arsenio e 
encontrado em pescado em diferentes formas quimicas, diferindo no grau de toxicidade e na patologia. O arsenio 
inorganico [As(III) + As(V)] e a forma mais toxica, sendo a LD 50 do As(III) de 34,5 mg/kg e do As(V) de 41 
mg/kg (valores obtidos apartir da administragao, por via oral, em ratos). 11 

Os compostos arseniais podem bioacumular-se na biota aquatica, principalmente em algas marinhas, peixes e 
bivalves e, no final da cadeia alimentar, esses contaminantes alcangam animais terrestres e humanos. Para a 
populagao em geral, o consumo de produtos da pesca e a principal fonte de exposigao ao arsenio. A FDA considera 
que peixes e outros produtos da pesca representam 90% do total da exposigao humana a arsenio por ingestao de 
alimentos, e os outros tipos de alimentos representam os 10% restantes. Os peixes sao valiosos indicadores da 
bioacumulagao de substancias toxicas em organismos aquaticos. 1 1,13 

Varios estudos sobre a dieta total, em que se avalia a contribuigao de diferentes grupos de alimentos na ingestao 
de arsenio total, mostram que os produtos da pesca contribuem entre 64 e 96% do arsenio ingerido. 11,14 

Em um estudo realizado por Devesa et al. (2005), 14 como resultado do alto consumo de pescado, a media 
estimada de ingestao de arsenio total pela populagao espanhola foi de 245 pg/dia; contudo, para o arsenio 
inorganico, a media estimada de ingestao foi 2,3 pg por pessoa por dia, que representa menos de 1% de arsenio 
total ingerido e menos de 1,7% do PTWI {provisional tolerated weekly intake; dose provisoria semanal aceitavel) 
de arsenio inorganico. Consequentemente, ha uma ampla margem de seguranga para a ingestao de arsenio 
inorganico, ate mesmo nas populagoes em que o consumo de pescado e alto (a media de ingestao para a populagao 
espanhola e de 77 g/dia). 

Os organismos marinhos sao capazes de bioacumular arsenio e as concentragoes de arsenio total variant de 1 a 
100 mg/kg em animais marinhos e plantas. O padrao de especies arseniais difere entre os diversos organismos 
aquaticos. Em peixes e crustaceos, a arsenobetaina e a especie dominante, contribuindo com mais de 80% de 
arsenio total. 2 O restante das especies arseniais apresenta um comportamento diferente, nao e detectado em todas as 
amostras e suas concentragoes sao bastante inferiores. Para o acido dimetilarsinico e acido monometilarsonico, sao 
descritas, respectivamente, concentragoes inferiores a 0,5 pg/g (peso seco) e 0,021 pg/g (peso seco), com 
porcentagens de arsenio total inferiores a 15 e 0,6%. 15 Em bivalves, os arsenoagucares e a arsenobetaina sao os 
mais encontrados. 2 

As especies arseniais inorganicas, As(III) e As(V) sao as formas mais toxicas encontradas em alimentos e estao 
presentes em peixes e mariscos; enquanto as moleculas metiladas -, tais como acido monometilarsonico e acido 
dimetilarsinico, oxido de trimetilarsina e tetrametilarsonio - sao consideradas moderadamente toxicas. Esses 
compostos sao precursores de formas organicas mais complexas e praticamente nao toxicas como a arsenocolina e 
arsenobetaina. 16 Por ultimo, os arsenoagucares, encontrados somente em moluscos como bivalves e gastropodes, 
sao especies cuja toxicidade requer estudos adicionais. 11 As concentragoes de arsenio total nao fornecem 
informagoes para a realizagao de uma analise de risco. Consequentemente, ha a necessidade de metodos analiticos 
capazes de diferenciar entre as diferentes especies de arsenio, denominadas analises de especiagao. 2 

A identificagao e a quantificagao das diferentes especies arseniais em alimentos sao importantes para se conhecer 
o risco de exposigao deste elemento para a saude humana, uma vez que a toxicidade do arsenio depende altamente 
da forma quimica presente. 1 A especiagao apresenta alguns problemas, como instabilidade das especies durante as 
etapas do metodo analitico, eficiencia da extragao, baixas recuperagoes, sensibilidade dos metodos analiticos e falta 
de materiais de referencia. 

Devesa et al. (2005), 14 que compararam o conteudo de arsenio total e de arsenio inorganico em pescados antes e 
depois de diferentes tipos de cozimento, concluiram que o efeito geral do cozimento nao foi significativo para o 
conteudo de arsenio nas diferentes especies analisadas. No entanto, para alguns tipos de pescado, observou-se um 



significativo aumento na concentragao de arsenio total apos o cozimento de bivalves e bacalhau, e aumento na 
concentragao de arsenio inorganico em bivalves e lula. Assim, o efeito do cozimento depende do tipo de pescado 
considerado. Nesse trabalho, os autores concluiram que a variagao na concentragao de arsenio total em pescado apos 
o cozimento pode ser resultado da soma de dois efeitos contrarios: (a) concentragao do metal devido a diminuigao 
no peso resultante da perda de agua, volateis e em menor grau a outros constituintes como lipidios, carboidratos e 
proteinas, e (b) perda de arsenio total como resultado da volatilizagao e solubilizagao. 

Outros metodos 

Os metodos mais comumente usados para determinagao de As em peixes por espectrometria de absorgao atomica 
podem ser por chama (FAAS , flame absorption atomic spectromery), por absorgao atomica eletrotermica (ETAAS, 
electrothermal atomic absorption spectrometry ) e por geragao de hidretos (HGAAS, hydride generation atomic 
absorption spectrometry). O FAAS e relativamente menos sensivel para a determinagao de arsenio que o ETAAS e 
HGAAS. O limite de detecgao e da ordem de microgramas por litro e tern uma aplicagao limitada, especialmente 
para amostras biologicas. O HGAAS e provavelmente o metodo mais usado para a determinagao de arsenio em 
diversas matrizes. Contudo, o erro relatado na determinagao de arsenio pelo HGAAS com boroidreto sodico 
(NaBH 4 ) pode ser atribuido a variagao na produgao do hidreto formado e no transporte ao atomizador. 3 

Na determinagao de arsenio total, arsenito e arsenato em alimentos por HGAAS, a extragao previa com 
cloroformio apresenta recuperagao superior a 80%; esse procedimento tambem e usado na especiagao de compostos 
arseniais em diversos substratos. Essa tecnica pode tambem ser aplicada em produtos cameos, a partir da 
mineralizagao por via seca, apresentando um limite de detecgao de 0,017 pg As/g com uma precisao de 3%. 3 

A espectrometria de fluorescencia atomica (AFS, atomic fluorescence spectroscopy) tern sido usada na detecgao 
de hidretos de arsenio na regiao espectral do ultravioleta, pela pequena emissao de fundo produzida pela difusao da 
chama de hidrogenio. As especies de arsenio em aguas marinhas podem ser determinadas por gerador de hidretos e 
vapor frio, acoplado ao detector AFS, a 193 nm. Os limites de detecgao sao 2,3; 0,9; 2,4 e 3,7 ng jl para arsenito, 
arsenato, MMA e DMA, respectivamente, com precisao de 3,5%. 3,18 

A principal vantagem das tecnicas de ICP-MS ( inductively coupled plasma-mass spectrometry) e ICP-AES 
(inductively coupled plasma-atomic emission spectroscopy) sao os baixos limites de detecgao na ordem de 
nanogramas e picogramas; o limite de detecgao do ICP-AES e da ordem de nanogramas e picogramas. 1 

Existe tambem o metodo por voltametria que se baseia na redugao quimica do As(V) para o As(III), pois o 
As(V) e eletroquimicamente inativo. Alguns autores relatam o uso da tecnica de combustao no preparo da amostra e 
determinagao de arsenio por analise de ativagao de neutron (NAA, neutron activation spectroscopy) em amostras 
ambientais, incluindo material de referenda certificado, em que a recuperagao foi de 98 a 100%. 3,18 

A espectrometria de particula induzida por emissao de raios X (PIXES) e uma tecnica analitica, na qual o 
bombardeamento da amostra com particulas carregadas resulta na emissao de raios X caracteristicos do elemento 
presente. PIXES e uma tecnica multielementar, com um limite de detecgao de aproximadamente 0,1 pg As/g; a 
principal vantagem e o uso de pequenas quantidades de amostra (1 mg ou menos), alem de ser nao destrutiva. ' A 
tecnica hifenada corresponde ao acoplamento de mais de dois sistemas instrumentais. A combinagao da separagao 
cromatografica com elementos especificos na detecgao espectrometrica tern se mostrado eficiente na especiagao de 
compostos de arsenio em concentragoes de pg ou ng/kg em amostras ambientais. Alguns artigos descrevem o 
acoplamento da cromatografia com a tecnica de espectrometria de absorgao atomica, na especiagao do arsenio, 
incluindo a cromatografia a gas (GC) ou a cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE), com detecgao por 
espectrometria atomica (FAAS) e espectrometria por fluorescencia atomica com chama (FAFS, flame atomization 
fluorescence spectroscopy) e ICP-AES. O sistema FAAS e capaz de detectar concentragoes inferiores a 1 pg/kg. 
CLAE - gerador de hidretos - FAAS e provavelmente o metodo mais simples entre as tecnicas hifenadas, e CLAE 
- gerador de hidretos - ICP-AES e preferivel para analises multielementares. CLAE-ICP-AES tern sido empregado 
para especiagao de arsenio organico de origem aquatica. 3,6,10,14,15,18 

Diversos metodos foram desenvolvidos na especiagao de arsenio por meio da separagao cromatografica acoplada 
a sensibilidade do detector ICP-EM, em que o limite de detecgao para as especies de arsenio em material de 
referenda certificado de musculo de dogfish DORM-1 e de 50 a 300 pg. 318 



Varios autores trabalharam com metodologias hifenadas para detectar arsenio em algumas de suas formas. 
Ackley et al. (1999)' usaram tecnicas de especiagao como espectrometria de massa acoplada a plasma induzido 
(ICP-EM), CLAE com troca ionica e Ions pareados; como procedimento de extragao: digestao acida em micro- 
ondas com rampas de tempo e temperatura, para verificar a purificagao das especies estudadas, evitando a 
degradagao destas durante o processo de extragao. Alem disso, podem ser utilizados diferentes meios eluentes para 
a determinagao cromatografica. Esses autores, trabalhando com amostras certificadas DORM-2, conclulram que a 
extragao em micro-ondas e um metodo efetivo para a extragao das especies de arsenio em tecidos de peixe. Na 
mistura metanokagua (80:20 v/v), cada especie investigada permanece intacta quando exposta ao micro-ondas por 4 
min a 65°C; nessas condigoes, 100% do arsenio presente em DORM-2 foram extraidos. Em todas as amostras de 
peixe de agua salgada investigadas, a maior quantidade de arsenio encontrada foi a de arsenobetaina. 

Existe ainda um metodo por espectrometria no visivel, preconizado pela Standard methods for the examination of 
water and wastewater 19th edition 1995. 18,19 Ele pode ser utilizado na determinagao do As, apos mineralizagao por 
via seca, usando uma aparelhagem para produgao de arsina, e esta e complexada com dietilditiocarbamato de prata, 
formando um composto de coloragao avermelhada, cuja intensidade sera lida no espectrofotometro na regiao do 
visivel. 18-20 
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Capitulo 28 

Benzeno | Determnagio do Acido Trans,Trans- 
muconico em Urina por Cromatografia Liquida de 

Alta Eficiencia 


Edna Maria Alvarez Leite 


Introdu^ao 

O acido rreins , trans -nuiconico urinario (ATTM-u) e o biomarcador de expos igao adotado pela legislagao 
brasileira, para o monitoramento da expos igao ocupacional ao benzeno. 1 

O benzeno (C 6 H 6 ), o mais simples dos hidrocarbonetos aromaticos, e obtido da destilagao do carvao mineral e 
do petroleo e apresenta-se como um liquido incolor, lipossoluvel, com odor aromatico caracteristico e estavel em 
condigoes de temperatura ambiente e pressao atmosferica normal. Sua elevada pressao de vapor determina a rapida 
evaporagao do solvente em temperatura ambiente; e altamente inflamavel, praticamente insoluvel na agua e bastante 
soluvel na maioria dos solventes organicos. 2 

O uso do benzeno como solvente organico foi bastante difundido em decadas passadas; no entanto, desde os anos 
1980, esta proibido no Brasil, em decorrencia de sua agao carcinogenica. A porcentagem maxima de benzeno 
permitida em produtos acabados brasileiros e 0,1%. 3 

No Brasil, o principal emprego desse composto restringe-se as industrias petroquimicas, onde e utilizado como 
materia-prima para produgao de varios subprodutos e derivados (etilbenzeno, estireno, poliestireno, polipropileno, 
prolactanas, nailon, cumeno etc.) e em industrias siderurgicas. : 

O benzeno pode ser encontrado na gasolina automotiva em concentragoes maximas, no Brasil, de ate 1% v/v. 3 A 
fragao do benzeno que nao for queimada nos motores automotivos agrava os problemas de poluigao das grandes 
cidades, principalmente nas vias de trafego intenso. 

Disposi^ao no organismo 

O benzeno pode ser absorvido pelas vias cutanea e pulmonar. A absorgao cutanea dos vapores desse composto e 
tida como pouco importante, mas pesquisas demonstram que essa absorgao e significativa quando a exposigao 
ocorre pelo contato com a forma liquida do solvente. 2 

Em contrapartida, a absorgao pulmonar do solvente e bastante rapida e sua concentragao sanguinea alcanga um 
pico maximo em alguns minutos, mas decai com a saida rapida do composto para os tecidos, especialmente aqueles 
ricos em lipidios. O composto concentra-se, principalmente, no tecido adiposo e na medula. 

Aproximadamente 12% do benzeno absorvido e exalado pelos pulmoes, e somente 0,1 a 0,2% aparecem na forma 
inalterada na urina. Da fragao absorvida, aproximadamente 84 a 89% sao biotransformados no figado e, em menor 
proporgao, na medula ossea dos individuos expostos. Embora bastante estudada, uma vez que a agao toxica 





benzenica e resultante da agao de seus metabolites, a biotransformagao desse composto ainda nao e totalmente 
esclarecida. 5,6 

O principal metabolito benzenico, do ponto de vista quantitative, e o fenol. De acordo com alguns autores, a 
formagao fenolica resultaria de um rearranjo, nao enzimatico, do benzeno epoxido formado pela agao do Cit P 450 , e 
que se encontra em equilibrio com outra forma instavel do composto - o benzeno oxepina. Uma segunda hipotese 
para a formagao do fenol seria a hidroxilagao do anel aromatico, por radical hidroxila, formado a partir do peroxido 
de hidrogenio gerado pela agao do Cit P 450 e NADPH no organismo. 

O complexo instavel benzeno epoxido-benzeno oxepina pode originar os metabolites de cadeia aberta, o acido 
fenilmercapturico (AFM), por meio da conjugagao com a glutationa, e o acido trans,trans-muconico (ATTM) 
proveniente do aldeido trans,trans- muconico, formado apos hidrolise do benzeno di-hidrodiol. 

O fenol pode ser ainda hidroxilado a hidroquinona e catecol, e a hidroquinona pode ser oxidada a p- 
benzoquinona, precursora do acido 2,5-di-hidroxifenilmercapturico.'’ 

Os produtos de biotransformagao do benzeno sao excretados pela via renal, conjugados com acido glicuronico ou 
com o sulfato. 2 

O fenol urinario representa 13 a 50% do benzeno absorvido no organismo. Outros produtos de biotransformagao 
sao excretados em menor quantidade pela via renal: hidroquinona, 5%; catecol, 1,3 a 1,6%; AFM, 0,1 a 0,5%; 
ATTM, 3,9 a 25%. 2 

Em exposigoes agudas, o benzeno apresenta-se como agente neurotoxico, exercendo agao depressora sobre o 
SNC. Em exposigoes cronicas, destaca-se sua agao mielotoxica, a qual pode resultar em anemias, leucopenias e 
trompocitopenias. 

O benzeno e classificado pela International Agency for Cancer Research (IACR) como carcinogenico para o 
homem, podendo provocar leucemia mieloide aguda. 

Finalidadeda analise 

O monitoramento biologico e a avaliagao do benzeno no ar sao ferramentas importantes na prevengao do 
aparecimento de efeitos toxicos decorrentes da exposigao ocupacional e ambiental ao composto. 

Desde 1995, quando foi criado o valor de referenda tecnologico (VRT) para o benzeno (1,0 ppm nas industrias 
petroquimicas e 2,5 ppm nas siderurgicas), varios estudos foram realizados no sentido de validar um biomarcador 
para o benzeno, em substituigao ao fenol urinario, que foi utilizado em anos pass ados. t ’ 9,10 

Em dezembro de 2001, por recomendagao da Comissao Nacional Permanente do Benzeno (CNP-Bz), o governo 
brasileiro decidiu indicar a determinagao do acido trans , trans mucon ico urinario como o biomarcador a ser utilizado 
no pais. 1 Esse composto representa um biomarcador de exposigao, nao existindo estudos que o associem a agao 
toxica do benzeno no organismo, muito embora esse composto seja formado a partir do aldeido trans,trans- 
muconico, um dos produtos de biotransformagao do benzeno, indicado como responsavel pela agao mielotoxica do 
solvente. g 

O uso desse biomarcador no monitoramento da exposigao ocupacional ao benzeno apresenta como vantagens a 
boa correlagao com concentragoes de benzeno no ar inferiores a 1,0 ppm e a facilidade analitica de sua 
determinagao, especialmente quando comparado a analise do acido fenilmercapturico urinario e do benzeno 
inalterado no ar expirado, tambem propostos como biomarcadores de exposigao ao solvente. 10 12 

Existem alguns fatores capazes de alterar a excregao urinaria do ATTM, os quais constituem, portanto, 
desvantagens no uso do metabolito na avaliagao da exposigao benzenica. Assim, a concentragao urinaria do acido 
trans , trans - mucon i co pode ser alterada pela coexposigao a outros solventes como, por exemplo, o tolueno (inibidor 
competitive da biotransformagao do benzeno), a dieta (o ATTM e formado na biotransformagao do aditivo 
alimentar sorbital, que pode ser utilizado como umectante em alimentos que necessitam conservar a umidade) e o 
edulcorante (bolos, paes, balas, chocolates, sucos, geleias, chicletes e outros confeitos dieteticos), o habito de 
fumar (o tabaco pode aumentar ate 8 vezes a quantidade de ATTM excretado na urina em comparagao com 
individuos nao fumantes) e alguns estados patologicos, entre outros fatores. 1314 



Metodo analftico 


■ Fundamento do metodo 

Essa determinagao fundamenta-se na separagao do ATTM da amostra biologica por SPE ( solid phase extraction), 
utilizando-se uma resina de troca ionica (anionica forte), seguida da identificagao e quantificagao do composto por 
cromatografia Hquida de alta eficiencia e detecgao espectrofotometrica na regiao ultravioleta-CLAE/UV. O metodo 
analitico empregado foi o de Ducos (1990), 1 modificado por Paula et al. (2003). 16 

■ Amostragem 

• Coletar amostras de urina de, no minirno, cinco indivlduos de ambos os sexos, nao expostos ao benzeno e que 
nao fagam uso de medicamentos (pool de urina) 

• Coletar amostras de urina dos individuos expostos ao final da jomada de trabalho (ou nas 3 ultimas horas da 
exposigao), em frascos de plastico apropriados sem preservantes, em um volume nunca inferior a 20 ml. Os 
frascos com as amostras deverao ser armazenados a 4°C. Recomenda-se que o envio ao laboratorio nao 
ultrapasse 3 dias apos a coleta. Para periodos maiores, entre a amostragem e o envio das amostras ao 
laboratorio, recomenda-se que sejam mantidas em temperatura de -20°C. 

O transporte devera ser realizado em condigoes de temperatura nunca superior a 4°C. No laboratorio, apos a 
determinagao da creatinina urinaria, caso a analise do ATTM nao seja realizada de imediato, as amostras deverao 
ser guardadas em refrigerador (se a analise for ocorrer em ate 3 dias) ou freezer. A estabilidade quimica do ATTM 
em condigoes de armazenamento a -20°C e em torno de 9 a 10 meses. 

■ Reagentes e solugoes 

• Solugao-estoque de ATTM: 100 mg/£, em metanol 

• Solugao intermediaria: 50 mg/£, em metanol 

• Solugoes padrao de uso, em pool de urina, nas concentragoes de 1,25; 1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg/£. Pipetar, 
respectivamente, 0,25; 0,2; 0,15; 0,1 e 0,05 m£ da solugao intermediaria deATTM parabaloes volumetricos de 
10 m£; completar o volume com pool de urina 

• Solugao padrao de uso em fase movel, 2 mg/£; pipetar 0,4 m£ da solugao intermediaria de ATTM e transferir 
para balao volumetrico de 10 m£, completando o volume com fase movel. 

Todas as solugoes padrao, apos serem preparadas, deverao ser transferidas para frascos de vidro ambares (ou 
frascos de polietileno nao transparentes) devidamente identificados. Apos o uso das solugoes, os frascos deverao 
ser armazenados em temperatura de -20°C. 

• Metanol grau HPLC 

• Acido acetico concentrado grau HPLC 

• Agua ultrapura (sistema de purificagao Milli-Q®) 

• Solugao de acido acetico a 1% (para um acido acetico de pureza 99,5% e densidade igual a 1,049 mg/£, pipetar 
9,57 m£ parapreparar 1.000 m£ da solugao) 

• Solugao de acido acetico a 10% 

• Fase movel: solugao aquosa de acido acetico 1% - metanol (9-1), pH = 2,72 

• Medir e acertar o pH da fase movel antes de ser completado o volume final desejado. Se necessario, o pH 

podera ser acertado com gotas de acido acetico concentrado, mantendo bastante atengao para que o pH nao fique 
igual ou menor do que 2,5; uma vez que, nessa acidez, poderao ocorrer danos a coluna cromatografica de fase 
reversa 

• Filtrar a fase movel em sistema a vacuo, utilizando filtro de vidro e membrana HV® em PVDF ( polyvinylidene 
difluoride ), 0,45 pm de poro (o diametro da membrana devera ser compativel com o filtro a vacuo). Em 
seguida, a solugao devera ser submetida a um sistema de ultrassom ou borbulhamento com N 2 puro por 
aproximadamente 15 min, para a retirada dos gases presentes. 



Se a fase movel nao estiver em uso, devera ser armazenada em refrigerador a 4°C. Se armazenada ha muito 

tempo, recomenda-se desgaseifica-la antes de seu uso. 

■ Equipamento e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia (CLAE), equipado com bomba isocratica 

• Termostato 

• Detector de ultravioleta 

• Amostrador automatico 

• Estagao de processamento de dados ( chemstation ) 

• Coluna cromatografica de fase reversa (250 x 4,2 mm x 5,0 pm), Liclirosorb® RP 18. Fase movel: acido 
acetico 1% - metanol (9:1), pH = 2,72. Vazao da fase movel = 1,2 m f/min. Temperatura do termostato da 
coluna: 30°C. Volume de injegao (injetor automatico): 50 p£. Comprimento de onda: 264 nm 

• Cartuchos de extragao de troca ionica (anionica forte) contendo 100 mg de fase solida (amonio quartenario) 
Sistema de eluigao a vacuo para SPE, semiautomatico (p. ex., manifold) ou automatico (p. ex., Aspec® ou 
Rapide Trace®) 

• Sistema de ultrapurificagao de agua (p. ex., sistema Milli-Q®) 

Sistema de filtro em vidro para filtragao a vacuo (p. ex., Millipore®) 

• Membrana HV em PVDF, 0,45 pm de poro e diametro compativel com o sistema de vidro para a filtragao a 
vacuo (p. ex., Durapore®) 

• Potenciometro 

• Pipetas automaticas de volume regulavel (40 a 200 p£ e 200 a 1.000 p£). 

■ Procedimento anah'tico 

• Colocar os cartuchos de extragao no manifold e condiciona-los com 1,5 ml de metanol, seguidos de 1,5 m£ de 
agua Milli-Q® 

• Adicionar 250 p£ dos padroes de uso, da amostra e do branco (pool de urina) aos cartuchos ja condicionados e 
deixar em repouso por aproximadamente 1 min 

• Apos esse tempo, eluir lentamente a urina, desprezando os eluatos. A pressao de vacuo aplicada no manifold 
varia de acordo com a bomba e o equipamento utilizado; no entanto, o fluxo de eluigao devera ser 
aproximadamente de 15 gotas/15 s 

Eliminar as impurezas retidas no adsorvente dos cartuchos, lavando-os com 2 m£ de solugao de acido acetico a 
1% (fluxo mantido igual ao anterior) 

Adicionar, em seguida, 1 m£ de acido acetico a 10%, e deixar em contato com o adsorvente das colunas por 
aproximadamente 1 min 

• Apos esse tempo, deixar a solugao eluir lentamente pelos cartuchos, recolhendo o eluato em tubos limpos e 
secos. O vacuo mantido nessa operagao devera ser alterado de modo a possibilitar uma eluigao de 
aproximadamente 8 gotas/15 s 

• Transferir em torno de 500 p l do eluato para frasco de vidro com tampa rosqueavel e septo de 
politetrafluoretileno (PTFE), e coloca-los adequadamente no track do amostrador automatico do aparelho 

• Programar o amostrador automatico para a injegao de 50 p £ do eluato no aparelho CLAE. Nas condigoes 
cromatograficas especificadas, recomenda-se estabelecer um tempo de corrida de 9 min e um tempo de espera 
de 4 min antes da realizagao de nova injegao no cromatografo. 

■ Para metros de valida^ao 

O metodo analitico validado apresentou as seguintes figuras de merito, que foram calculadas de acordo Chasin et 

al. (1998): 17 

• Faixa de resposta linear do detector: 0,006 a 10 pg/mf; intervalo dinamico: 0,03 a 0,4 pg/mf (coeficiente de 
determinagao R igual a 0,998) 

• Limite de detegao (LD): 0,006 pg/mf 


• Limite de quantificagao (LQ): 0,03 pg/mf 

• Efeito matriz: existente quando as matrizes urina e agua foram comparadas 

• Precisao: coeficientes de variagao medios de 9,6% (intraensaio) e 11% (interensaio) 

• Recuperagao do metodo: a porcentagem media encontrada foi de 86% 

• Robustez: confirmada apos alteragoes na coluna cromatografica utilizada, no volume de amostra injetado e no 
fluxo da fase movel. 

Interpreta^ao analitica 

Os valores de ATTM obtidos apos as analises das amostras de urina enviadas ao laboratorio deverao ser 
expressos em mg/g de creatinina. A corregao dos resultados analiticos pelo valor de creatinina urinaria e necessaria 
no sentido de mi nimi zar erros quantitativos decorrentes do fluxo urinario. De acordo com Alessio et al. (1985), 18 
as amostras de urina que apresentaram valores de creatinina inferiores a 0,3 g/f ou superiores a 3,0 g/f nao 
deveriam ser analisadas, e a solicitagao do envio de nova amostra biologica deveria ser realizada pelo laboratorio. 
Caso essa medida seja inviavel, o laboratorio devera informar, em seu laudo analitico, o valor de creatinina abaixo 
ou acima da faixa estabelecida como aceitavel. 

Considerando-se os varios fatores que podem influenciar a determinagao urinaria do ATTM, como ja 
mencionado anteriormente, e essencial que o laboratorio elabore um protocolo toxicologico a ser preenchido pelo 
trabalhador no momenta da coleta da amostra biologica. Dentre as informagoes solicitadas pelo protocolo, sao 
essenciais: especificagao da dieta, uso ou nao de tabaco e alcool, exposigao concomitante a outros solventes (entre 
eles, o tolueno) e estado funcional do figado e rins. 

E importante ressaltar que, algumas vezes, utilizando-se o metodo descrito, verifica-se uma separagao 
insatisfatoria entre o ATTM e os outros compostos presentes na urina. Uma possibilidade para melhorar a 
resolugao cromatografica e empregar uma coluna cromatografica mais curta e com diametro interno menor do que a 
utilizada no metodo apresentado. O emprego de colunas C 18 de comprimento igual a 10 cm e diametro interno de 
2,1 cm possibilita uma separagao mais efetiva do ATTM urinario. No entanto, o uso de uma coluna cromatografica 
menor e mais estreita exige a diminuigao no fluxo da fase movel, que devera ser mantida inferior a 0,500 mf/min 
(indica-se 0,350 mf/min). Ao manter inalteradas as demais condigoes cromatograficas, o tempo de retengao do 
ATTM nessa nova condigao cromatografica varia em torno de 2,7 ± 0,03 min, e o tempo total de analise pode ser 
reduzido para 10 min. 

Outros metodos 

Por ser facil, sensivel, confiavel e de baixo custo relativo, a cromatografia liquida de alta eficiencia com detecgao 
espectrofotometrica na regiao do ultravioleta (CLAE-UV) e, certamente, o metodo mais utilizado para a 
determinagao do ATTM urinario. Dentre varios metodos de determinagao do biomarcador, encontrados na literatura 
especializada, as diferengas foram observadas, basicamente, nas etapas de purificagao e extragao do metabolito 
urinario. Essas etapas podem ser realizadas por cromatografia liquida bidimensional (determinagao direta do ATTM 
na urina) 14 ou por extragao em fase solida empregando-se outros tipos de adsorventes. 

Alguns metodos analiticos utilizam tambem a cromatografia gasosa (CG) para a determinagao do acido 
trans, transmuconico urinario, sendo os detectores mais utilizados o de espectrometria de emissao de massa e o 
detector de ionizagao em chama. Essa tecnica e menos utilizada do que a CLAE, uma vez que, independentemente 
do detector empregado, torna-se necessario introduzir nos metodos analiticos, alem da extragao e purificagao do 
ATTM, uma etapa extra de pre-tratamento da amostra, que consiste na derivatizagao do metabolito. Esta pode, entre 
outras coisas, contribuir para menor precisao e exatidao anabtica. 

A tecnica de espectrometria de massas com ionizagao electrospray - ESI/MS/MS ( electrospray ionization/mass 
spectrometry/mass spectrometry ) - passou, mais recentemente, a ser utilizada na determinagao conjunta dos acidos 
trans,transmuconico e fenilmercapturico em urina de individuos expostos ao benzeno. 2 " No entanto, e importante 
ressaltar que, apesar da especificidade e sensibilidade dos metodos que empregam ESI/MS/MS, o elevado custo das 
analises dificulta muito o emprego em laboratories de paises em desenvolvimento como o Brasil. 
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Introdu^ao 

O bussulfano e um agente alquilante muito utilizado em altas doses durante os regimes de condicionamento pre- 
transplante de celulas-tronco hematopoeticas (TCTH) para o tratamento de leucemias, mieloma multiplo, linfomas 
nao Hodgkin, entre outras doengas. 12 Nos regimes de condicionamento pre-TCTH, o tratamento preconizado com 
bussulfano consiste em 16 doses de 1,0 mg/kg administradas por via oral ou 0,8 mg/kg na forma intravenosa, de 6 
em 6 h, durante 4 dias, ou em dose intravenosa de 3,2 mg/kg/dia, durante 4 dias. 3 6 

O bussulfano apresenta estreito intervalo terapeutico, alta variabilidade intra e interindividual na farmacocinetica 
e graves reagoes adversas, dentre elas a sindrome obstrutiva sinusoidal (SOS), complicagao decorrente da obstrugao 
nao trombotica das venulas intra-hepaticas, com lesao subsequente dos hepatocitos e sinusoides centrolobulares 
adjacentes, o que pode levar o paciente a obito. 

Considerando o estreito intervalo terapeutico do bussulfano, a alta variabilidade intra e interindividual da 
farmacocinetica e a correlagao da area sob a curva de concentragao plasmatica versus tempo (AUC, area under the 
curve) com a resposta clinica do paciente, o monitoramento terapeutico do bussulfano passou a ser realizado 
rotineiramente nos centros de TCTH (transplante de celulas-tronco hematopoeticas), contribuindo de maneira 
significativa na redugao dos efeitos adversos ao uso do quimioterapico, na recaida da doenga de base e rejeigao do 

1 8 Q 

enxerto. ’ 

Disposi^ao no organismo 

Embora o bussulfano oral seja rapidamente absorvido, isso pode ocorrer de maneira erratica. Um estudo de Dix 
et al. (1996), 10 envolvendo 66 pacientes submetidos ao TCTH tratados com bussulfano oral, relata que, em 26% 
dos pacientes investigados, nao foi possivel realizar o calculo da AUC devido a lenta absorgao e/ou eliminagao. 

A concentragao plasmatica maxima (C miix ) do bussulfano exibe alta variabilidade entre os pacientes, sendo 
observada entre 1,0 a 2,5 h apos a administragao do farmaco. 4 Estudos em pacientes com doengas onco- 
hematologicas mostram valores de C m;lx entre 609 ± 225 a 1.730 ± 845 ng/mf apos doses orais de 1,0 mg/kg e 
valores de meia-vida de eliminagao (t, /2 ) de 2,3 a 2,8 h. 411 

A biodisponibilidade do bussulfano tambem apresenta alta variabilidade inter individual. O estudo de Hassan et 
al. (1994) 12 envolvendo criangas e adultos relata valores de biodisponibilidade variando de 0,22 a 1,20 para as 
criangas e de 0,47 a 1,03 nos adultos. Ao contrario de outros agentes alquilantes, uma pequena porcentagem (5%) 





de bussulfano se liga de modo reversivel as proteinas plasmaticas e, de acordo com suas propriedades eletrofilicas, 
aproximadamente 30% do farmaco ligam-se de modo irreversivel as proteinas plasmaticas. 4 O bussulfano atravessa 
a barreira hematencefalica e se distribui no fluido cerebroespinal, com aproximadamente a mesma concentragao 
presente no plasma, o que talvez explique as crises convulsivas dos pacientes. 411 

O bussulfano e metabolizado no figado como conjugado com a glutationa, uma reagao mediada pela glutationa-S- 
transferase, sendo a isoforma GSTA-1 a principal responsavel (80 a 90%), embora outras isoformas GSTM1-1, 
GSTP1-1, GSTA1-2 e GSTA2-2 tambem sejam capazes de catalisar essa reagao em menor extensao. 2 

Com o uso da formulagao intravenosa do bussulfano, a etapa critica e complexa da absorgao passou a ser evitada; 
no entanto, estudos demonstram que ate mesmo a formulagao intravenosa do bussulfano exibe consideravel 
variabilidade intra e interindividual na farmacocinetica, tomando necessario o monitoramento terapeutico durante o 
uso de ambas as formulagoes. 13,14 

Finalidadeda analise 

As concentragoes plasmaticas medias no estado de equilibrio (C ss ) do bussulfano no intervalo de 600 a 900 
ng/mf estao relacionadas com o sucesso do TCTH. 4,15 Abaixa exposigao ao bussulfano esta associada a recaida da 
doenga e rejeigao do enxerto, ao passo que altas concentragoes estao relacionadas com sindrome obstrutiva 
sinusoidal, crises convulsivas, cardiotoxicidade, alteragoes gastrintestinais, lesoes pulmonares e cutaneas. 215 20 

Devido ao estreito intervalo terapeutico do bussulfano, a alta variabilidade intra e interindividual da 
farmacocinetica e a associagao da AUC a resposta clinica dos pacientes, o monitoramento terapeutico do bussulfano 
passou a ser realizado rotineiramente nos centros de TCTH ha mais de 15 anos, e contribui de maneira significativa 
na individualizagao dos regimes de dosagens, com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais e evitar a recaida da 
doenga de base.' 4 4 

Considerando que o bussulfano e utilizado no tratamento de diferentes doengas em adultos e criangas e associado 
a diferentes farmacos, os dados obtidos a partir da individualizagao terapeutica, juntamente com os dados clinicos 
observados, auxiliam nao somente o tratamento do paciente em condicionamento pre-TCTH, mas tambem 
contribuem no planejamento de futuros protocolos. As informagoes obtidas a partir de cada paciente monitorado 
contribuem para a determinagao de intervalos terapeuticos de pacientes em condigoes fisiologicas diferentes, 
minimizando as reagoes adversas e contribuindo para o sucesso do TCTH. 

Metodo anahtico 

A tecnica de escolha para individualizagao terapeutica do bussulfano e a cromatografia liquida com detecgao por 
espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM), devido a especificidade, rapidez e sensibilidade. 22 24 

■ Fundamento do metodo 

O metodo se fundamenta na extragao liquido-liquido do bussulfano em amostras plasmaticas, seguida da 
quantificagao por CL-EM/EM, usando-se como padrao interno o l,6-bis-(metanossulfoniloxi)-hexano, com base no 
metodo de Dos Reis et al. (2005). 24 

■ Amostragem 

As amostras seriadas de sangue (volume de 1 mf) sao coletadas no estado de equilibrio no intervalo de dose do 
bussulfano. Para o bussulfano oral, as amostras sao coletadas no intervalo de 0 a 6 h (zero, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 
105, 120, 135, 150, 180, 240, 300 e 360 min) apos a administragao da dose de 1,0 mg/kg. As amostras de sangue 
sao coletadas a partir do cateter central ou por um acesso periferico especifico para este fim. Os tubos de coletas 
devem ser heparinizados (Liquerine® 5.000 UI, Roche) e, durante a coleta, as amostras devem ser mantidas em 
geladeira. Posteriormente, as amostras de sangue devem ser centrifugadas (2.000 g durante 10 min a 5°C) e o 
plasma imediatamente analisado ou armazenado a -20°C, ate o momenta da analise. O nao cumprimento de uma 
dessas etapas podera produzir uma subestimativa da exposigao do paciente ao farmaco (AUC) e consequente 
potencial de superdosagem. 




■ Reagentes e solucoes 

• Preparar solugao-estoque de bussulfano (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em acetato de etila, na concentragao de 
1,0 mg/ml 

• Preparar diluigoes em acetato de etila, nas concentragoes de 20; 10; 4; 2; 0,5; 0,4; 0,2 e 0,04 pg/m 1 de acetato 
de etila 

• Preparar solugao do padrao interno l,6-bis-(metanossulfoniloxi)-hexano em acetonitrila na concentragao de 10 
pg/mb 

• Obter solvente metanol, cloroformio, acetato de etila em grau e agua purificada por meio do sistema Milli-Q® 
Plus 

• Obter acido formico grau p.a. e acetato de amonio, constituintes da fase movel. 

■ Equipamentos e acessorios 

O sistema CL-EM/EM e constituido por: 

• Bomba Shimadzu® (Kyoto, Japao) modelo LC10AD 

• Forno Shimadzu® para acondicionamento de coluna CTO-10AS 

• Coluna de fase reversa Nova-Pak C 18 ® (Waters, Irlanda; 150 x 3,9 mm; tamanho de particula de 4 pm), 
acoplada a pre-coluna similar (4 x 4 mm), mantidas a 25°C e com a fase movel constituida de mistura de 
solugao 1 mm de acetato de amonio/metanol (60:40, v/v) adicionada de 0,1% de acido formico, na vazao de 1 
mf/min 

• Espectrometro de massas (EM/EM) triplo quadrupolo Quattro Micro™ LC (Micromass, Manchester, Reino 
Unido), na vazao de 200 p£/min. A analise por espectrometria de massas sequencial deve ser executada no 
modo de eletronebulizagao positivo com voltagem do capilar de 3 kV, voltagem do cone de 20 V e energia de 
colisao de 13 eV. A temperatura da fonte e a de dessolvatagao devem ser mantidas a 120 e 200°C, 
respectivamente. A vazao do gas de nebulizagao nitrogenio deve ser de 400 1/h e o gas argonio, empregado 
como gas de colisao, deve ser mantido napressao de aproximadamente 1,72 x 10 3 mbar 

• Programa MassLynx® (Micromass, Manchester, Reino Unido) para a aquisigao e quantificagao dos dados 

As moleculas protonadas [M+H] + e seus respectivos ions-produtos deverao ser monitoradas nas transigoes 264 
>151 para o bussulfano e 292 > 83 para o padrao interno l,6-bis(metanossulfoniloxi)-hexano. 

■ Procedimento anahtico 

• Transferir 200 pf de plasma e 25 p£ da solugao de padrao interno para tubos de tampa esmerilhada 

• Extrair com 5,0 mb de mistura acetato de etila:cloroformio (75:25, v/v) em mesa agitadora por 30 min ou 
agitador tipo mixer por 2 min 

• Centrifugar a 2.000 g por 10 min 

• Transferir as fases organicas para tubos conicos 

• Evaporar os extratos ate a secura pelo sistema de evaporagao a vacuo (RCT90 e modo RC 10.22 da Jouan AS®, 
St Herblain, Franga) 

• Retomar os residuos em 200 pb de fase movel 

• Agitar por 10 s em agitador tipo mixer 

• Injetar uma aliquota de 140 pb no sistema CL-EM/EM e manter as demais amostras retomadas na fase movel a 
16°C (SIL-10 AD VP, Shimadzu®, Kyoto, Japao) ate a injegao 

• Construir curvas de calibragao utilizando aliquotas de 200 pb de plasma branco (obtidos a partir de voluntaries 
sadios nao tratados com medicamentos nas ultimas 72 h) enriquecidas com 25 pb de cada uma das solugoes 
padrao de bussulfano. Submeter as amostras aos procedimentos de extragao e analise cromatografica (Figura 
29.1) 

• Quantificar as amostras analisadas utilizando o programa de aquisigao e quantificagao das analises do 
fabricante. 
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Figura 29.1 Cromatogramas. A. Plasma branco. B. Plasma branco enriquecido com bussulfano. C. Plasma de 
pacientes tratados com bussulfano. Picos: ( 1 ) bussulfano; (2) padrao inferno: 1,6-bis-(metanossulfoniloxi)-hexano. 


■ Parametros de valida^ao 

A validagao do metodo proposto foi realizada seguindo normas da Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria 
(Anvisa - Resolugao n° 899, de 29 de maio de 2003), e foram avaliados os parametros: efeito matriz, linearidade, 
limite inferior de quantificagao (LIQ, menor concentragao quantificada com coeficientes de variagao e erros 
relativos < 20%; n = 5), recuperagao, precisao e exatidao intra e interensaios e estabilidade. Em estudo anterior 
realizado por De Castro (2013), 23 os resultados mostraram valores de recuperagao absoluta acima de 90%, LIQ de 
5 ng/mf, coeficientes de variagao e erros relativos nos estudos de precisao e exatidao intraensaio (n = 1) e 
interensaios (n = 5) menores do que 15%. Os testes de estabilidade revelaram que as amostras plasmaticas de 
bussulfano sao estaveis apos 3 ciclos de descongelamento e ate 12 h no injetor automatico (a 16°C) apos o 
procedimento de extragao ou na bancada em temperatura ambiente pelo periodo de 5 h. 

Ressalta-se que as corridas analiticas devem conter as amostras desconliecidas, os padroes de calibragao (pelo 
menos 6 diferentes concentragoes) e os controles de qualidade em concentragoes baixa (menor ou igual a tres vezes 
o limite de quantificagao), alta (75 a 90% da maior concentragao da curva de calibragao) e media (aproximadamente 
a media das concentragoes baixa e alta). 


Interpreta^ao analitica 

Embora o intervalo terapeutico de bussulfano sugerido pela literatura seja de 600 a 900 ng de bussulfano/mf 
plasma (C ss ), a individualizagao da dose de bussulfano deve ser realizada a partir do calculo do clearance aparente 
(clearance aparente = dose/AUC), em que a AUC que determina os valores de exposigao ao farmaco pode ser 
calculada por dois metodos: (1) manualmente, utilizando o metodo trapezoidal ou (2) com o auxilio de programas 
computacionais especificos para calculos farmacocineticos, utilizando modelo de 1 compartimento ou modelo nao 
compartimental. 

A dose ajustada de bussulfano deve ser calculada de acordo com a seguinte equagao: 

Dose ajustada (mg) = clearance aparente X C“ alvo 

Para os tratamentos realizados com bussulfano oral, o valor da dose devera ser arredondado para o valor mais 
proximo do numero de comprimidos, lembrando-se que os comprimidos de bussulfano sao de 2 mg. 

Outros metodos 

A determinagao das concentragoes plasmaticas de bussulfano por CL-EM/EM permanece como tecnica de 
escolha para o monitoramento terapeutico do bussulfano devido a seletividade, sensibilidade e rapidez do metodo de 
analise. Outras tecnicas, tais como CG-EM, ELISA, CLAE acoplado a detector por fluorescencia ou de 
ultravioleta, tambem podem ser utilizadas; no entanto, nao sao consideradas de primeira escolha devido a 
sensibilidade e a rapidez das analises, principalmente. 26 2I) Os imunoensaios sao tecnicas de menor custo em relagao 
a CL-EM/EM, e fornecem rapidos resultados; contudo, sao menos sensiveis, podem ser ineficazes nas analises de 
amostras hemolisadas e gerar resultados erroneos caso os 96 pogos nao sejam revestidos uniformemente com o 
anticorpo, podendo um pogo reagir mais do que o outro. 30 As analises de bussulfano por CLAE-UV ou 
fluorescencia tambem sao tecnicas baratas, embora pouco seletivas. Alem disso, as analises de bussulfano por 


















CLAE-UV ou fluorescencia envolvem tecnicas de derivatizagao, tomando os metodos morosos para serem 
aplicados como monitoramento terapeutico. 26 ’ 1 Embora as tecnicas de analise de bussulfano por CG-EM 
disponiveis ate o momento sejam seletivas e sensiveis, tambem envolvem reagoes de derivatizagao; dessa maneira, 
sao metodos inviaveis para serem aplicados nas rotinas hospitalares de monitoramento terapeutico - considerando o 
intervalo de dose do bussulfano, em geral, de 6 h. 2/ 
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Introdu^ao 

As tentativas de controle do consumo e do trafico internacional de drogas de abuso tiveram inicio no comedo do 
seculo 20 e, desde entao, os debates sao amplos e continuos. O Brasil e signatario das seguintes Convengoes da 
Organizagao das Nagoes Unidas: Convengao Unica sobre Entorpecentes de 1961, Convengao sobre Substancias 
Psicotropicas de 1971 e Convengao Contra o Trafico Ilicito de Entorpecentes e Substancias Psicotropicas, de 1988, 
que buscam fiscalizar a preparagao, o uso e o comercio de drogas ilicitas. 1 

Em ambito nacional, o controle e realizado principalmente por meio da Lei Federal n° 11343/06, 2 e cabe a 
Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) o papel de definir as substancias quimicas que devem ter um 
controle especial, publicadas na Portaria n° 344, de 12 de maio de 1998. 3 

De acordo com o Relatorio Anual das Nagoes Unidas de 2013, 4 o Brasil apreendeu, no ano de 2012, 19,9 
toneladas de cloridrato de cocaina e 175,7 toneladas de Cannabis. Os dados reais, no entanto, superam os oficiais, 
devido a falta de uma padronizagao nacional de registro de apreensao de drogas. 

A Pericia Oficial tern a tarefa de investigar analiticamente se existe uma substancia elencada na Portaria n° 
344/98' em algum material de apreensao. O perito deve analisar se o material encaminhado e adequado para a 
analise; dividir a amostra em aliquotas; realizar a analise; interpretar os resultados e elaborar um laudo, sempre com 
a garantia de qualidade do processo. O perito deve ter o compromisso com a verdade, sendo considerado uma 
testemunha para a justiga, nao especificamente um acusador ou um defensor. 

Ao receber a amostra, o analista deve registrar as suas caracteristicas flsicas visiveis, como: estado fisico, cor, 
peso, dimensoes, emblemas, entre outras. 1 Em seguida, realiza uma amostragem e inicia o procedimento analitico. 

O analista deve selecionar uma tecnica inicial, chamada de teste preliminar ou teste presuntivo. O resultado 
negativo elimina a possibilidade de ser a substancia quimica pesquisada; o positivo define a necessidade de tecnicas 
adicionais a serem utilizadas, denominados testes confirmatorios. 

A emissao de um laudo positivo para uma substancia quimica somente e liberada apos diversas analises; ou seja, 
apos a associagao de resultados positivos de diferentes tecnicas. 

As metodologias utilizadas para analise desse tipo sao publicadas em manuais por duas instituigoes 
internacionais: Organizagoes das Nagoes Unidas (ONU) e Grupo de Trabalho Cientifico para Analise de Drogas 
Apreendidas (SWGDRUGS, Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs): Este ultimo e composto 
por um grupo de 20 cientistas forenses que recomendam criterios minimos para um resultado positivo, a partir de 
combinagao de tecnicas analiticas, classificadas em categorias (Quadro 30.1). 

As seguintes associagoes sao aceitas: 




• Uma tecnica da categoria A + outra tecnica de qualquer categoria (A, B ou C) 

• Duas tecnicas da categoria B (nao relacionadas) + uma tecnica da categoria C 

• Tres tecnicas da categoria B. 

E possivel perceber que as tecnicas da categoria A dispoem de credibilidade analitica maior em relagao as demais 
categorias, mas a combinagao de tecnicas mais simples e bastante utilizada na rotina de trabalho. Isso se deve ao 
baixo custo, a rapidez e a simplicidade das tecnicas. 


Quadro 30.1 Categorias das tecnicas analiticas para identificagao de produtos apreendidos. 


Categoria A 

Categoria B 

Categoria C 

Espectroscopia de infravermelho 

Eletroforese capilar 

Testes de cor 

Espectrometria de massa 

Cromatografia gasosa 

Espectroscopia de fluorescencia 

Espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear 

Espectrometria de mobilidade ionica 

Imunoensaio 

Espectroscopia Raman 

Cromatografia liquida 

Pontodefusao 

Difratometro de raios X 

Teste deformagio de microcristais 

Identificadores farmaceuticos 

Cromatografia em camada delgada 

Somente para Cannabis: exames macroscopicos e 
microscopicos 

Espectroscopia de ultravioleta 


Apos a identi ficagao da substancia quimica no material de apreensao, a analise quantitativa pode ser conduzida 
pelo analista, agregando informagoes sobre a pureza da droga e o potencial perigo para o usuario. 1 " Nessa linha de 
estudo, analises em amostras de Cannabis apreendidas na cidade de Sao Paulo, durante os anos de 2006 e 2007, 
apresentaram de 0,08 a 5,5% de principio ativo, A g -tetraidrocanabinol (A g -THC). 6 

A identificagao de outros constituintes presentes na droga apreendida contribui com a atividade de inteligencia 
policial. Compostos quimicos remanescentes na droga podem caracterizar a origem e uma rota de trafico, 
estabelecer conexao entre quadrilhas e fornecedores e, consequentemente, nortear o trabalho policial. 5 7 No Brasil, o 
Projeto Perfil Quimico (PeQui) da Policia Federal atende a esses objetivos. 

A seguir, estao descritas as metodologias utilizadas para a identificagao de cocaina e de produtos da Cannabis 
sativa L., por constituirem os materiais com maior volume de apreensao no pais. 

Identificagao de canabinoides em produtos apreendidos 


■ Amostragem 

Apesar de os produtos ilicitos da Cannabis aparecerem no mercado em uma infmidade de formas (uma vez que 
sao produzidos a partir de produto natural altamente variavel, com grande diversidade de tecnicas de processamento 
e tratamento para fins de trafico), e possivel classifica-los em tres principals categorias: Cannabis herbacea, resina 
de Cannabis (haxixe) e Cannabis liquida (oleo de Cannabis ). l s 

Na amostragem da Cannabis herbacea, e necessario cortar cerca de 20 cm da parte superior do vegetal, incluindo 
a fluorescencia, se houver. A amostra deve ser seca, quando nao for encaminhada imediatamente ao laboratorio, e 
mantida no escuro e em baixas temperaturas. Apesar de o processo de secagem da amostra interromper a 
degradagao dos principals canabinoides, o A g -THC e sensivel a radiagao UV e ao oxigenio, oxidando-se a 
canabinol; 8 por esse motivo, recomenda-se o armazenamento no escuro e frio. Para a analise, utilizam-se 
preferencialmente as flores e folhas. 1 

A resina de Cannabis (haxixe) e a Cannabis liquida (oleo de Cannabis ) podem ser analisadas como se 



apresentam. Com relagao a resina, recomenda-se retirar uma aliquota da parte mais interna do material, uma vez 
que a superflcie externa geralmente se encontra oxidada. 

■ Finalidade da analise 

Identificagao da Cannabis e canabinoides em materiais vegetais e outros produtos. 

■ Metodos anali'ticos 

Para os produtos da Cannabis, nos quais e possivel identificar as caracteristicas botanicas da planta, uma 
combi nagao de exames fisicos (macroscopico e microscopico), testes de cor e cromatografia em camada delgada 
(CCD) e considerada um criterio minimo aceitavel para uma identificagao positiva, conforme o SWGDRUGS 
(2011). 5 

Exames fisicos/Caracteristicas microscopicas 
Material 

• Microscopio optico 

• Laminas. 

Procedimento anah'tico 

• Colocar em uma lamina uma pequena quantidade do material suspeito 

• Observar ao microscopio (aumento de 40 x) 

• Visualizar se ha tricomas nas bordas da folha. 

A Cannabis sativa pode ser identificada por meio da visualizagao microscopica de tricomas, que sao proje^oes 
das celulas epidermicas na superflcie da planta, semelhantes a pelos ou cabelos. E possivel identificar dois tipos 
principals de tricomas na Cannabis sativa : nao glandulares e glandulares. Os tricomas nao glandulares sao 
numerosos, unicelulares e podem ser cistoliticos, que tern o formato de garra, contem cristais de carbonato de 
calcio e se localizam na superflcie superior das folhas (Figura 30.1); e nao cistoliticos, que se produzem 
principalmente na superflcie inferior das folhas e sao mais longos e finos (Figura 30.2). Os tricomas glandulares 
sao as estruturas nas quais a resina e produzida e armazenada; estao associados principalmente as estruturas das 
flores, mas tambem podem ser encontrados na parte inferior das folhas e, ocasionalmente, nos talos das plantas 
j ovens. 1 s 


Figura 30.1 Tricomas cistoliticos visualizados ao microscopio optico (aumento de 40x). 



Figura 30.2 Tricomas nao cistoliticos visualizados ao microscopio optico (aumento de 40x). 


Interpreta^ao analitica 

A visual izapao simultanea de tricomas cistoliticos na superficie superior da folha e de tricomas nao cistoliticos e 
glandulares na porpao inferior possibilita a identificapao positiva para Cannabis sativa, ainda que o material esteja 




fragmentado, pois nenhuma outra planta apresenta tal associagao. No entanto, como algumas plantas tambem 
apresentam tricomas que podem ser confundidos com os encontrados na Cannabis sativa, devem ser tornados 
cuidados na identificagao defmitiva. 18 

Teste de cor/Fast Blue BB 

Os componentes da Cannabis sativa (A'-THC, canabinol e canabidiol) sao extraidos pelo eter de petroleo e 
reagem com o reativo de Fast Blue BB em meio basico, formando um complexo colorido com os grupos fenolicos 
dos diferentes canabinoides. O meio alcalino aumenta a intensidade de cor na reagao; esse reativo deve ser mantido 
sob refrigeragao a 4°C. 1-8-10 

Essa reagao tambem ocorre com o reativo de Fast Blue B; no entanto, como este e carcinogenico, prefere-se a 
utilizagao do reativo Fast Blue BB, por ser menos toxico. 1,8,9 

Reagentes e solutes 

• Eter de petroleo 

• Fast Blue BB: sulfato de sodio anidro (1:100) 

Solugao de bicarbonato de sodio a 10%. 

Procedimento anah'tico 

• Dobrar dois papeis de filtro sobrepostos em quatro partes, e abri-los parcialmente, de modo que fiquem em um 
formato de funil 

• Colocar uma aliquota de 100 mg de amostra pulverizada (ou resina ou gota muito pequena de oleo) para o 
centro do papel superior 

Adicionar duas gotas de eter de petroleo, possibilitando que o liquido penetre no papel de filtro inferior 

• Descartar o papel de filtro superior 

• Deixar o papel de filtro inferior secar 

• Adicionar uma pequena quantidade do sal de Fast Blue BB no centro do papel de filtro e, em seguida, adicionar 
duas gotas da solugao de bicarbonato de sodio 

• Observar a coloragao obtida. 

O aparecimento de uma mancha vermelho-purpura no centro do papel indica a presenga de canabinoides. A cor 
visualizada e uma combinagao dos principais componentes da Cannabis'. A 9 -THC (vermelho), canabinol (roxo) e 
canabidiol (laranja). 

Interpreta^ao analitica 

Alguns vegetais podem apresentar resultados falso-positivos, como a hena e a noz-moscada, carobina e 
guarana; 8,11 portanto, e necessaria a confirmagao. 

Teste de cor/Duquenois-Levine 

A vanilina e o acetaldeido, em meio acido, formam um complexo azul/purpura com os canabinoides, que e 
extraido para a camada cloroformica. 1,8,10 

Reagentes e solutes 

• Reativo de Duquenois: 0,5 mb de acetaldeido e 0,4 g de vanilina em 20 mb de etanol. Essa solugao deve ser 
conservada em local frio e escuro e ser descartada caso adquira uma coloragao amarelada escura 

• Acido cloridrico concentrado 

• Cloroformio. 

Procedimento anah'tico 

• Transferir uma pequena quantidade do material suspeito para um tubo de ensaio com tampa e agitar com 2 mb 
do reativo de Duquenois durante 1 min 

• Adicionar 2 mb de acido cloridrico concentrado e agitar a mistura 


• Deixar em repouso por 10 min 

• Se houver o desenvolvimento de alguma coloragao, adicionar 2 mf de cloroformio e agitar o tubo de ensaio. 

Se a camada cloroformica (camada inferior) se tornar violeta, isso indica a presenga de canabinoides. 

Interpreta^ao dos resultados 

Este teste e menos seletivo 11 e menos sensivel do que o Fast Blue BB. Alguns vegetais podem apresentar 
resultados falso-positivos, como o boldo-do-chile, erva-cidreira, erva-doce, calendula, jaborandi, guarana, louro, 
embauba e chapeu-de-couro. 11 

A associagao dos dois testes preliminares (Fast Blue BB e Duquenois) pode melhorar a qualidade da analise de 
triagem, mas sempre e necessario proceder a uma analise de confirmagao. 

Cromatografia em camada delgada de alta eficiencia 

Reagentes, solutes e acessorios 

• Padroes de referencia: A 4 -THC, canabidiol e canabinol, preparados em uma concentragao de aproximadamente 
0,5 mg/mf em metanol e armazenados em local frio e escuro 

• Placa de cromatografia em camada delgada de alta resolugao (10 x 10 cm), com fase estacionaria silica-gel 

• Sistema solvente: cicloexano: eter di-isopropilico: dietilamina (52:40:8 v/v) 

• Cuba cromatografica (saturar com ajuda de um papel de filtro por 30 min) 

• Solugao de Fast Blue BB: 40 mg em 20 mf de NaOH (0,1 N) ou 40 mg em 1 mf de agua, seguido de 20 mf de 
metanol. Se utilizar Fast Blue B, a solugao deve ser feita com 50 mg desse reativo (solugao 0,25%) e preparada 
imediatamente antes do uso, de preferencia 1 vez/dia. 8 

Procedimento analitico 

• Pesar 500 mg de Cannabis herbacea ou 100 mg de resina de Cannabis ou 50 mg de Cannabis liquida e extrair 
com 10 mf de eter de petroleo por 15 min em temperatura ambiente, por agitagao, ou em um banho ultrassonico 

• Aplicar os extratos e as solugoes padrao sobre a placa cromatografica, a aproximadamente 1 cm da borda 
inferior 

• Inserir a placa na cuba e tampar rapidamente 

• Eluir ate a fase movel alcangar 8 cm da borda inferior 

• Retirar a placa e deixar secar 

• Nebulizar sobre a placa a solugao de Fast Blue BB e observar a coloragao: vermelho (A '-THC), roxo (canabinol 
- CBN) laranja (canabidiol - CBD) 

• Calcular os valores do fator de retardamento (Rf) das manchas observadas e comparar com os padroes: 

_ distancia migrada pela amostra 

distancia percorrida pela fase movel 

Os valores de hRf (Rf x 100) obtidos sao 26 para CBN; 38 para A 9 -TFIC e 42 para CBD. 

Interpretagao analitica 

Os valores de liRf estao sujeitos a variagao conforme as condigoes do laboratorio (temperatura, umidade etc.), 
assim como outros parametros (tempo decorrido desde a preparagao da droga e qualidade da amostra de Cannabis 
utilizada). Portanto, e importante a comparagao com os padroes junto a amostra, na mesma placa. 

Apos a sequencia de resultados positivos (exame fisico, teste de cor e teste cromatografico), pode-se concluir que 
se trata de Cannabis sativa L. ou de material derivado deste vegetal. 

Outros metodos 

Outros reativos de cor podem ser usados nos testes preliminares, como o de Fast Corinth V. I x Um sistema 
solvente alternative para a cromatografia em camada delgada de alta resolugao consiste na utilizagao de eter de 



petroleo:eter dietilico (80:20, v/v); os hRf obtidos sao: 33 para CBN; 37 para A 4 -THC e 42 para CBD. S Outras 
tecnicas cromatograficas - como a cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama ou acoplado a 
espectrometria de massas e a cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de massas - tambem 
tern sido descritas. 1N 

Identificatao de cocaina em produtos apreendidos 


■ Amostragem 

De modo geral, a amostragem pode ser separada de acordo com o tipo de material: homogeneo ou heterogeneo. 
Assim, para apreensoes homogeneas, recomenda-se dividir amostras em aliquotas suficientes para analise e 
contrapericia. No caso de apreensoes heterogeneas, sao adequados metodos estatisticos, como Bayesiano e 
Frequentista; 212 no entanto, diversas outras tecnicas sao descritas na literatura. 

■ Finalidade da analise 

A finalidade e identificar a cocaina em produtos apreendidos na forma de pos (cloridrato de cocaina), pedra 
(conhecida como crack [cocaina base livre]) ou pasta de coca. 

■ Metodos analiticos 

Teste de cor/Teste de Scott modificado 

Para a analise de produtos suspeitos de conter cocaina, o teste de Scott modificado e um dos metodos de triagem 
mais utilizados, seguido pela cromatografia em camada delgada. 12,13 O teste consiste em tres etapas, cada uma 
envolvendo a adigao de um reagente e desenvoivimento de cor. Caso a amostra contenha cocaina, a seguinte 
sequencia e observada: na primeira etapa, a adigao de tiocianato de cobalto, que e rosa, forma um precipitado de cor 
azul-turquesa devido a reagao de complexagao com a cocaina. Em seguida, com a adigao de acido cloridrico, o 
precipitado azul desaparece completamente, pois ocorre uma dissolugao do complexo, e observa-se somente a 
solugao de cor rosada. Por fim, e adicionado cloroformio e a coloragao azul reaparece, pois a adigao desse solvente 
fomece o meio apolar necessario para o deslocamento do equilibrio para a formagao e a extragao do complexo 
azul. 10,12-14 A relagao entre a quantidade de tiocianato de cobalto e acido cloridrico e critica para a reagao; caso haja 
excesso de acido cloridrico, a solugao sera mais azul que rosada. 12 

Reagentese solutes 

• Reativo de tiocianato de cobalto: 1 g de tiocianato de cobalto dissolvido em 50 m£ de solugao de acido acetico, 
10% v/v e diluido em 50 m£ de glicerina 

• Acido cloridrico concentrado 

• Cloroformio. 

Procedimento anah'tico 

• Colocar uma pequena quantidade (nao mais do que 1 mg) de material (po, pedra ou pasta) em um tubo de ensaio 

• Adicionar 5 gotas do reativo de tiocianato de cobalto e agitar o tubo de ensaio durante 10 s 

• Observar o aparecimento da cor azul; em caso positivo, continuar a analise 

Adicionar uma gota de acido cloridrico concentrado e agitar a mistura por alguns segundos; a coloragao azul 
desaparecera e a solugao devera adquirir coloragao rosada. Caso a cor azul persista, adicionar uma segunda gota 
(nao mais) de acido cloridrico concentrado 

• Adicionar 5 gotas de cloroformio e agitar; caso a cocaina esteja presente, a fase organica inferior devera 
desenvolver coloragao azul, enquanto a camada superior sera rosa. 

Interpretagao anali'tica 

O teste de Scott consiste na formagao de um complexo azul com uma base na presenga de tiocianato de cobalto. 
Portanto, nao e especifico para cocaina, pois varios outros farmacos fomecem resposta positiva a esse teste, tais 



como: cloridrato de clordiazepoxido, cloridrato de clorpromazina, cloridrato de efedrina, cloridrato demeperidina, 
cloridrato de metilfenidato, cloridrato de fenciclidina, cloridrato de pseudoefedrina e difenidramina. 13,14 

Apesar de o teste de Scott modificado incluir outras etapas (acido cloridrico e cloroformio), com o intuito de 
aumentar a seguranga na identificagao da cocaina, minimizando os resultados falso-positivos, ainda se trata apenas 
de um teste preliminar; portanto, e obrigatoria a confirmagao do resultado com outras tecnicas. 

Cromatografia em camada delgada 

Reagentes, solugoes e acessorios 

• Metanol 

• Sistema solvente: metanol: hidroxido de amonio 29% (100:1,5 v/v) 

• Placa de cromatografia em camada delgada, com fase estacionaria silica-gel G 250 pm com fluorescencia para 
luz UV 254 nm. No caso de placas preparadas pelo analista, deve ser ativada em estufa a 120°C por 20 min 

• Cuba cromatografica 

• Camara de UV com luz no comprimento de onda de 254 mn 

• Solugao reveladora de iodoplatinado de potassio acidificado: 0,25 g de cloreto platinico e 5 g de iodeto de 
potassio dissolvidos em um volume final de 100 ml de agua destilada; a seguir, adicionar 2 ml de acido 
cloridrico concentrado a solugao resultante. 

Procedimento anah'tico 

• Solugoes de amostra e padroes sao preparadas em uma concentragao de 1 mg/m £ em metanol 

• Agitar e deixar decantar 

• Aplicar aliquotas de 5 pf da solugao da amostra e 2 pf das solugoes padrao a aproximadamente 1 cm da borda 
inferior da placa 

• Inserir a placa na cuba e tampar rapidamente 

• Deixar eluir ate a fase movel alcangar 10 cm do ponto de aplicagao 
Retirar a placa e deixar secar 

• Visualizar em uma camara escura de UV sob a luz com comprimento de onda de 254 nm: aparecem manchas 
escuras contra um fundo esverdeado 

• Nebulizar sobre a placa a solugao acida de iodoplatinado de potassio e observar a coloragao: a cocaina aparece 
como uma mancha azulada 

• Calcular os valores do fator de retardamento (hRf) das manchas observadas. 

Os valores de hRf (Rf x 100) obtidos sao 59 para a cocaina; 65 para metilecgonina; 84 para ecgonina; 80 para a 
benzocaina; 69 para a lidocaina. 12 

Interpretagao anah'tica 

Apos a sequencia de resultados positivos (teste de Scott modificado e cromatografia em camada delgada [CCD]), 
ainda e necessaria a realizagao de um terceiro teste, conforme o SWGDRUGS. Nesses casos, outros parametros de 
CCD, como a utilizagao de diferentes sistemas-solvente e revelador, atendem os quesitos. Um dos mais aplicados e 
a utilizagao de placa de silica com a fase movel de cicloexano:tolueno:dietilamina, 75:15:10, revelado com reagente 
de Dragendorff. O modo como esse reagente e preparado e descrito a seguir: solugao 1 - dissolver 2 g de subnitrato 
de bismuto em 25 ml de acido acetico glacial e adicionar 100 mf de agua destilada; solugao 2 - dissolver 40 g de 
iodeto de potassio em 100 mf de agua destilada. Misturar 10 mf da solugao 1; 10 mf da solugao 2; 20 mf de acido 
acetico glacial e 100 mf de agua destilada. Ao ser nebulizada com esse reagente, a cocaina apresenta uma coloragao 
alaranjada. Os valores de hRf observados sao 56 para cocaina, 44 para metilecgonina, 0 (zero) para ecgonina, 11 
para benzocaina e uma raia de 40 a 55 para lidocaina. 12 

Outros metodos 

Os testes de odor e os de microcristais sao outros metodos presuntivos (de triagem) que podem ser realizados, 
alem dos de cor, para a identificagao da cocaina. O teste de odor e resultante da reagao da cocaina com hidroxido de 


sodio ou potassio metanolico, que libera benzoato de metila, que apresenta odor caracteristico. O teste de 
microcristais envolve a formagao de cristais a partir da reagao da cocaina com um reagente quimico, como cloreto 
de platina ou cloreto de ouro, seguido por analise dos cristais resultantes por meio de um microscopic) de 
polarizagao e comparagao com o material de referenda. 

Para a confirmagao da cocaina, tambem e possivel utilizar cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta 
eficiencia e espectroscopia no infravermelbo por transformada de Fourier. 12 
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Cannabis Sativa |j Determ ina^ao do 11-nor-9- 
carboxi-tetraidrocanabinol em Urina por 
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em Sangue por Cromatografia Liquida Acoplada a 
Espectrometria de Massas Sequencial 
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Introdu^ao 

A Cannabis continua sendo a droga ilicita mais consumida em todo o mundo, sendo produzida em praticamente 
todos os paises, geralmente para consumo local. 1 A fonte primaria de expos igao recreacional e o habito de fumar a 
preparapao herbacea da planta, a qual, no Brasil, recebeu a denominapao de “maconha”. 2 

Aplanta contem mais de 400 compostos quimicos classificados em pelo menos 18 diferentes classes quimicas, 
sendo o A ’-tetraidrocanabinol (A g -THC) o mais abundante dos 80 fitocanabinoides ja identificados e o responsavel 
pelo efeito psicoativo da droga/ 1 ' 4 

O A'-THC e encontrado na resina produzida e secretada por glandulas da superficie das folhas. A resina 
recolhida e moldada e conhecida como haxixe; o teor de A g -THC na resina e maior do que nas folhas da Cannabis. 
Apartir da resina, pode-se ainda obter o oleo de Cannabis / Esses produtos sao considerados proscritos pela atual 
legislagao brasileira;' no entanto, a Uniao pode autorizar seu plantio exclusivamente para fins medicinais ou 
cientificos. 7 

A potencia da maconha pode variar, estando relacionada com o teor de A g -THC (de 1 a 40%, dependendo do 
solo, clima, variedade da planta e tecnicas de cultivo). 89 Quando fumada, o usuario geralmente controla sua propria 
dose em funpao do efeito psicoativo almejado; a titulapao e feita por meio da dinamica de fumar que ele pratica. 4 

Disposi^ao no organismo 

A quantidade de 40 a 50% do A g -THC presente em um cigarro de maconha e perdida para o ambiente pela 
corrente secundaria; 23 a 30% sao destruidos por pirolise. O restante pode ser absorvido de acordo com a 
experiencia de fumar do usuario, sendo a biodisponibilidade media de 20 a 27% nos usuarios cronicos e de 10 a 
14% nos usuarios ocasionais. 111 De acordo com Huestis (2007), 4 a biodisponibilidade por via inalatoria pode variar 
de 2 a 56% e determina a concentragao de A g -THC no sangue. A absorpao do A g -THC por via inalatoria e rapida, 





sendo detectado no plasma imediatamente apos a primeira tragada, quando o efeito psicoativo tem inlcio. O pico 
plasmatico do A 9 -THC ocorre entre 3 e 10 min e decai rapidamente, enquanto o efeito psicoativo maximo (euforia) 
e percebido entre 20 e 30 min e decai lentamente, nao havendo efeito psicoativo relatado pelos usuarios apos 4 h. A 
taquicardia e a vermelhidao nos olhos duram em media 3 h. 11 Uma vez no plasma, a distribuigao para os tecidos e 
rapida; cerca de 30 min apos fumar, restam apenas 20% do pico plasmatico e, em 2 h, menos de 5 ng/mf foram 
detectados. 4 

O haxixe pode ser fumado ou misturado a alimentos, sendo a biodisponibilidade do A '-THC bem menor por via 
oral, em torno de 2 a 20% da dose, com alta variabilidade individual, por conta de dois importantes efeitos de 
primeira passagem (o gastrintestinal e o hepatico). 12 Apos administragao de 20 mg por via oral, a taquicardia e a 
vermelhidao dos olhos foram maximas entre 60 e 180 min. O efeito psicoativo teve inicio entre 60 e 90 min e foi 
maximo (euforia) entre 2 e 4 h, declinando para um efeito mais suave apos 6 h. 

No sangue, o A 9 -THC absorvido e encontrado principalmente no plasma (90%), fortemente ligado a lipoproteinas 
(95 a 99%), com pouca ligagao a albumina. As concentragoes no plasma usualmente sao o dobro das concentragoes 
no sangue total quando o mesmo volume de sangue e plasma sao analisados. 4 Nos tecidos mais vascularizados, 
como o cerebro, a concentragao maxima ocorre apos o pico sanguineo; nos tecidos menos vascularizados, a 
concentragao maxima e alcangada entre 2 e 3 dias, em consequencia do fenomeno de redistribuigao. Por ultimo, a 
concentragao maxima no tecido adiposo ocorre apos 4 dias, sendo o tecido de deposito para o A 9 -THC. ln O A 9 - 
THC atravessa rapidamente a placenta. A concentragao no sangue fetal corresponde a 1/3 da concentragao no sangue 
materno quando a droga e fumada, e a 1/10 quando ingerida por via oral. O A 9 -THC passa tambem para o leite, 
alcangando concentragao 8,4 vezes maior que a do plasma materno. 101113 

A verdadeira meia-vida de eliminagao (tAfl) e dificil de calcular, visto que o equilibrio entre tecido adiposo e 
sangue se estabelece muito lentamente, havendo valores discrepantes na literatura em fungao do protocolo do estudo 
clinico e do metodo analitico empregado. O mesmo ocorre com o volume de distribuigao e outros parametros 
cineticos revisados em tres publicagoes. 41011 

Cerca de 100 metabolitos ja foram identificados; os principals sao monoidroxilados e, entre eles, o mais 
abundante e o 11-hidroxi-A 9 -THC (ll-OH-THC) 4,10,11 (Figura 31.1), que demonstrou ser equipotente ao A 9 -THC 
quando administrado em humanos por via intravenosa, tendo tambem um padrao de acumulagao no tecido adiposo e 
capacidade de atravessar com rapidez a barreira hematencefalica. O ll-OH-THC e fruto da oxidagao microssomal, 
mediada pelo CYP2C9 em seres humanos. 14 Por via oral, a concentragao plasmatica do ll-OH-THC pode ser igual 
ou superior a do A 9 -THC; por via inalatoria, ela corresponde a menos que 10%. 4 O CYP2C9 apresenta 
polimorfismo e as variantes mais relevantes estudadas em seres humanos caucasianos sao CYP2C9*2 e 
CYP2C9*3, com frequencia alelica de 11 e 7%, respectivamente. Para o A 9 -THC, a variante CYP2C9*3*3 
corresponderia a metabolizadores lentos (C mix , AUC, tYp maiores e taxa de depuragao menor). Todos os demais 
produtos de oxidagao sao produzidos principalmente pelo CYP3A4, incluindo o ll-nor-9-carboxi-A 9 -THC (THC- 
COOH), metabolito sem atividade psicoativa, gerado apartir da oxidagao do ll-OH-THC. 12,14 

Os produtos hidroxilados sao conjugados na fase II, gerando eteres e esteres do acido glicuronico. Os eteres 
conjugados sao estaveis e necessitam da agao enzimatica de uma glicuronidase para a sua desconjugagao. Os 
esteres, no entanto, sao muito reativos e instaveis, podendo sofrer hidrolise espontanea ou catalisada (catalise 
quimica ou enzimatica), rearranjo intermolecular e ligagao covalente com proteinas. 15,16 Essa reatividade quimica e 
um dos aspectos mais dificeis de se contornar na analise dos carboxiglicuronidios. O teor de THC-COOH livre no 
plasma aumenta com o tempo de estocagem da amostra, consequencia da hidrolise espontanea e/ou enzimatica 
(esterases) do respectivo glicuronidio. O uso do fluoreto de sodio torna a hidrolise mais lenta no plasma. 1 

Em uma dose, cerca de 65 a 80% sao excretados via bile, junto com as fezes, preponderantemente na forma nao 
conjugada, apresentando ciclo entero-hepatico importante. Em torno de 20 a 35% de uma dose sao excretados pela 
urina, principalmente na forma de metabolitos acidos conjugados com acido glicuronico. Em um estudo, a 
concentragao de A 9 -THC em urina alcangou o pico em aproximadamente 2 h (3,2 a 53 ng/mf), enquanto ll-OH- 
THC apos 3 h (77,3 a 29,7 ng/mf) e THC-COOH apos 4 h (146,9 a 179,4 ng/mf). A reabsorgao tubular explica a 
baixa taxa de excregao renal do A 9 -THC inalterado. 11 O periodo de detecgao na urina varia de acordo com a dose, 
com o uso cronico e com a sensibilidade analitica. 
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Figura 31.1 Estrutura quimica de (1) A 9 -tetraidrocanabinol (A 9 -THC), (2) 11- hidroxi-THC (11-OH-THC) e (3) 11-nor- 
9-carboxi-A 9 -THC (THC-COOH). 


Metodos analiticos 


■ Determinate) doll -nor-9-carboxi-tetraidrocanabinol em urina por cromatografia em 
camada delgada de alta eficiencia 

Finalidade da analise 

A finalidade da analise e comprovar o uso recente de preparagoes a base de Cannabis. Esta analise costuma ser 
solicitada na esfera da toxicologia forense, nao apenas pelo fato de a droga ser ilicita, mas pelo efeito psicoativo, 
que prejudica o desempenho psicomotor e a capacidade de julgamento. No acompanhamento da reabilitagao de 
farmacodependentes, a analise e util como reforgo para manutengao da abstinencia. Outra area de aplicagao e a 
vigilancia toxicologica, procedimento adotado por algumas empresas como parte de programas de prevengao ao uso 
abusivo de alcool ou outras drogas, e que se dedica ao monitoramento de individuos que ocupam posigoes sensiveis 
a seguranga. 8 

Apesar de ser uma tecnica cromatografica, a cromatografia em camada delgada de alta eficiencia (CCDAE) nao 
deve ser utilizada isoladamente. A analise paralela por imunoensaio, por conter um principio analitico diferente, 
aumenta a confiabilidade do resultado final. Na esfera da Justiga, no entanto, e aconselhavel a confirmagao dos 
resultados positivos por tecnica mais especifica como a espectrometria de massas. 

Fundamento do metodo 

O THC-COOH extraido da urina e separado de outros constituintes da matriz durante o desenvoivimento da 
cromatoplaca, sendo posteriormente visualizado como uma banda de coloragao rosa pela reagao com o Fast Blue 
BB. 18 

Amostragem 

A urina pode ser acondicionada em frasco coletor universal, sem nenhum tipo de conservante. Recomenda-se que 
a amostra de urina seja mantida sob refrigeragao. Caso a analise nao seja realizada em 24 h, a amostra deve ser 
congelada. 









Reagentes, soluqdes, cromatoplacas 

• Solugao-estoque de referenda contendo 100 |ig de THC-COOH em 1 mf de metanol. A partir desta solugao, 
preparar outra a 5 pg/mf em metanol, em frasco ambar (solugao de trabalho). Ambas as solugoes devem ser 
mantidas a pelo menos -20°C (freezer ) 

• Solugao de KOH 11,8 N 

• Reagentes e solventes grau p.a.: hexano, heptano, metanol, cloroformio, butanol, dietilamina, acido acetico 
glacial 

• Solugao aquosa de Fast Blue BB a 0,1% 

• Cromatoplacas de CCDAE - silica-gel 60 F 254 - 10 x 10 cm. 

Procedimento analitico 

• Transferir 5 mf de urina para um tubo de polipropileno com tarnpa de rosea e adicionar 0,5 mf de solugao de 
KOH 11,8 N e deixar em repouso em temperatura ambiente por 5 min 

• Acidificar a amostra com gotas de acido acetico glacial (ate pH 4 a 5) e acrescentar 5 mf de hexano. Misturar 
suavemente, por inversao, durante 15 min 

• Centrifugar a 1.000 g por 10 min. Transferir a camada organica para um becher afunilado de 10 mf ou para um 
tubo de centrifuga 

• Evaporar o solvente organico com auxilio de corrente de ar ou nitrogenio (mais recomendado), em temperatura 
de 45°C 

• Imediatamente apos a obtengao do residuo seco, e necessario ressuspende-lo com 50 pf da mistura cloroformio: 
metanol (3:1) e transferir para a cromatoplaca com auxilio de um capilar (aplicagao pontual) 

Desenvolver a cromatoplaca no sistema heptano:butanol: acido acetico glacial (90:9:1) logo apos a aplicagao do 
residuo. A distancia percorrida pela fase movel deve ser de 8,5 cm a partir do ponto de aplicagao 

• Logo apos o desenvolvimento, deixar a cromatoplaca secar na capela, em temperatura ambiente (nao mais do 
que 15 min). Nebulizar a placa com dietilamina e deixar secar na capela, em temperatura ambiente (nao 
ultrapassando 15 min). Nebulizar a placa com solugao de Fast Blue BB 0,1% recem-preparada. O THC-COOH 
aparece como banda de coloragao rosa a ± 3 cm do ponto de aplicagao. 

A Figura 31.2 mostra uma cromatoplaca tipica obtida com a aplicagao desse metodo em amostras autenticas. 
Recomenda-se que, em cada serie analitica, seja analisada uma amostra-controle (branco de urina fortificado com 
THC-COOH na concentragao de 25 ng/mf). 

O THC-COOH livre (nao conjugado ao acido glicuronico) e termolabil e fotolabil. A amostra deve ser extraida 
imediatamente apos a hidrolise. A ligagao do THC-COOH ao acido glicuronico e fraca; assim, a hidrolise pode ser 
feita em temperatura ambiente. O uso de KOH 1 M ou NaOH 1 M com aquecimento tambem pode ser empregado 
para a hidrolise. Nesse caso, a temperatura maxima recomendada e de 56°C e o tempo nao deve exceder 15 min. 19 
A descarboxilagao e o mecanismo usual de decomposigao do THC-COOH. O residuo seco pode ser estocado em 
geladeira por, no maximo, 48 h em tubo de vidro borossilicato com tampa de rosea. E necessario ter muito cuidado 
para que nao ocorra formagao ou transferencia de emulsao para o bequer afunilado. Umidade no residuo afeta a 
detecgao. Como o solvente empregado na ressuspensao do residuo e de evaporagao rapida, invariavelmente, a 
transferencia para a cromatoplaca acaba sendo quantitativa, podendo ser utilizada uma segunda ressuspensao com 
25 pf para completar a transferencia. O tempo de 2 h nao deve ser ultrapassado entre a aplicagao de residuo e o 
desenvolvimento da cromatoplaca, assim como entre o desenvolvimento e a revelagao, para que nao ocorra 
degradagao do THC-COOH, com diminuigao na intensidade da cor produzida pelo Fast Blue BB. Apos a revelagao, 
a placa seca pode ser protegida com um filme plastico, permanecendo estavel por varios anos, se armazenada em 
local seco e protegida da luz. 




Figura 31.2 Representagao esquematica de uma cromatoplaca de cromatografia em camada delgada de alta 
eficiencia, mostrando a localizagao do 11-nor-9-carboxi-A 9 -THC (THC-COOH) aplicado em diferentes quantidades. 

Parametros de validagao/ensaio qualitative 

• Limite de deteegao: 5 ng/mf (quando o residuo for transferido quantitativamente para a placa) 18,19 

• Especificidade: nao foram evidenciados interferentes endogenos, nem exogenos (118 farmacos e metabolites 
testados) 18 

• O metodo apresenta boa concordancia com resultados obtidos por CG-EM para as amostras testadas. 1 

Interpretagao analitica 

Os canabinoides sao estruturas tipicas da Cannabis. A presenga de THC-COOH na urina e marcador inequivoco 
de exposigao ao A g -THC; a excregao do THC-COOH apresenta correlagao com a excregao da creatinina por nao 
apresentar reabsorgao tubular significativa. Amostras de urina muito diluidas podem apresentar resultado negativo. 
Recomenda-se avaliar, primeiramente, a concentragao da creatinina urinaria 20 e so aceitar os resultados negativos 
como definitivos caso essa concentragao seja > 20 mg/df (amostra nao diluida). 21 Algumas substancias oxidantes e 
redutoras, quando adicionadas intencionalmente a urina (adulteragao), podem provocar degradagao do THC- 
COOH." 2 E recomendavel a adogao de protocolos de coleta e criterios de conformidade que garantam a 
confiabilidade dos resultados. 8 

O periodo de deteegao varia principalmente com a dose, o padrao de uso e a sensibilidade analitica. A 
probabilidade de deteegao e maior nas primeiras 24 h apos a exposigao, mas e possivel a obtengao de resultados 
positivos ate 72 h em alguns indivlduos. 2 ' A sensibilidade do metodo possibilita a deteegao da exposigao passiva 
(em geral, inferior a 25 ng/mf). Individuos em abstinencia, apos uso diario e prolongado da droga, podem fornecer 
amostras com resultado positivo para THC-COOH por mais de 30 dias. No final da eliminagao, e possivel a 
alternancia de resultados positivos e negativos durante alguns dias. Nao sao esperados resultados positivos apos 60 
dias de abstinencia. O limite de deteegao apresentado por esse metodo em CCDAE possibilita a exclusao de 
amostras negativas com elevado grau de confiabilidade. 

Outros metodos 

O imunoensaio e uma tecnica de triagem de execugao simples e rapida, e existem alguns kits disponiveis 













comercialmente para detecgao do THC-COOH em urina. Os anticorpos sao produzidos para reconhecerem o THC- 
COOH livre e conjugado. A maioria dos imunoensaios permite apenas a analise qualitativa da amostra (positiva ou 
negativa), com base em uma concentragao de corte (limite de decisao). Com relagao a detecgao da exposigao ao A 4 - 
THC, e preciso ressaltar a fungao fundamental desses limites na confiabilidade de um resultado negativo. O uso 
ocasional da maconha, especialmente a de baixa potencia, esta relacionado com uma frequencia maior de 
concentragoes de THC-COOH na urina inferiores a 50 ng/mf e por um curto periodo de tempo (24 a 36 h). Para 
aumentar a probabilidade de detecgao do uso ocasional, seria necessario baixar o limite de decisao para 20 ou 25 
ng/mf. 14 Nesse limite, usuarios ocasionais foram detectados em media por 8,5 dias (3 a 18 dias) e usuarios 
cronicos por 19,1 dias (3 a 46 dias). Usuarios pesados podem ainda apresentar resultados positivos ate 2 meses 
apos cessar o uso." O uso moderado esta relacionado com uma frequencia maior de concentragoes de THC-COOH 
na urina entre 50 e 100 ng/mf nas primeiras 48 h, e o uso pesado com valores > 100 ng/mf. 19 O resultado positivo 
nao e fruto unicamente da interagao do anticorpo com o THC-COOH, mas tambem com outros canabinoides 
correlacionados estruturalmente. Essa superestimagao pode explicar por que algumas amostras levemente positivas 
no imunoensaio podem ser negativas quando analisadas por tecnicas cromatograficas (especificas para o THC- 
COOH). Para evitar essas situagoes, bem como as alegagoes de exposigao passiva, alguns paises adotaram o limite 
de corte de 50 ng/mf nos imunoensaios para a fase de triagem, com confirmagao de resultados positivos por CG- 
EM, esta ultima com limite de corte de 15 ng/mf para o THC-COOH. 21 Vale lembrar que os imunoensaios sao 
sensiveis a variagoes de pH e forga ionica; os reagentes devem ser os fornecidos ou aconselhados pelos fabricantes. 

■ Determinant) de A 9 -tetraidrocanabinol e seus principals metabolitos em sangue total 
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas 

O metodo multirresiduo 24 foi desenvolvido para analisar A 4 -THC, ll-hidroxi-THC, ll-nor-9-carboxi-A 4 - 
tetraidrocanabinol (THC-COOH), canabidiol (CBD), canabinol (CBN) e glicuronidios do A 4 -THC e do THC- 
COOH. Caso a analise de glicuronidios nao seja desejada, nao sera necessario manter as amostras e alguns 
reagentes em banho de gelo. O metodo tambem e aplicavel a analise de plasma, com a ressalva de que as 
concentragoes plasmaticas geralmente correspondem ao dobro das concentragoes sanguineas para iguais volumes de 
amostras. 27 

Por tratar-se de metodo quantitative, e necessaria a preparagao de uma curva de calibragao e de amostras para 
controle da qualidade, a serem analisadas de modo intercalado com as amostras autenticas em cada corrida analitica. 
Sao nove os calibradores (Cal) e eles cobrem toda a extensao da curva de calibragao, sendo analisados uma unica 
vez. As amostras para controle de qualidade (CQ) sao preparadas em tres niveis (baixo, medio e alto), em duplicata 
ou triplicata de cada nivel, dependendo do nurnero de amostras a serem analisadas. Alem disso, no inicio e no fim 
de cada serie analitica, e necessario incluir um branco de amostra e um controle negativo (branco acrescido de 
padrao interno). A fase movel (na mesma proporgao empregada na reconstituigao do residuo) e acondicionada em 
um frasco de 2 mf e analisada sempre apos o calibrador mais concentrado ou a amostra de CQ no nivel alto para 
monitorar a possivel ocorrencia de carryover. 

Finalidade da analise 

A finalidade da analise e a quantificagao do A 4 -tetraidrocanabinol e seus principals metabolitos em sangue por 
cromatografia liquida acoplada a espectometria de massas (CL-EM/EM) para comprovar o uso recente de 
preparagoes a base de Cannabis e correlacionar as concentragoes plasmaticas com os efeitos farmacologicos. 

Fundamento do metodo 

Amostras de sangue sao submetidas a desproteinizagao e extragao simultaneas do A 4 -tetraidrocanabinol (THC) e 
seus metabolitos por acetonitrila. Apos ajuste de pH e purificagao/concentragao por extragao em fase solida, os 
canabinoides sao analisados por CL-EM/EM por meio do monitoramento multiplo de transigoes de ions 
precursores para seus produtos. 

Amostragem 

O sangue total coletado em tubo contendo heparina deve ser mantido sob refrigeragao (4°C) e analisado em 24 h 
para evitar a hidrolise dos glicuronidios. De acordo com Skopp e Potsch (2002), 17 a perda e menor que 10% apos 3 


a 4 dias. No plasma congelado (~20°C), a estabilidade e de 3 meses. 


Reagentes e solugoes 

• Acetonitrila, grau HPLC 

• Metanol, grau HPLC 

• Acido acetico glacial, grau ACS 

• Hidroxido de amonia, grau ACS 

• Agua ultrapura 

Solugao de acetato de amonia a 5 M - manter refrigerada 

• Solugao de acido formico a 1% - manter refrigerada 

• Padroes analiticos disponiveis comercialmente: A'-THC-glicuromdio a 10 pg/m f em metanol (ElSohly 
Laboratories®, Inc. Oxford, MS, EUA). A 9 -THC, CBD, CBN, 11-OH-THC, THC-COOH a 1 mg/mf e d 3 -ll- 
OH-THC, d 3 -CBD, d 3 -A 9 -THC, d 9 -THC-COOH, THC-COOH-glicuronidio a 100 pg/mf (Cerilliant®, Round 
Rock, TX, EUA). 

Preparagao das solugoes-estoque individuals e de solutes mistas para calibragao 

O preparo dessas solugoes e trabalhoso e deve ser feito com antecedencia. Use vidraria classe A e micropipetas 
calibradas. Para as solugoes em metanol, e aconselhavel lavar a ponteira com a propria solugao 2 vezes antes de 
pipetar. Todas as solugoes devem ficar armazenadas a -20°C, em frascos ambar. Dessa maneira, o prazo de 
validade e de 1 ano. 

A'-THC-glicuromdio a 10 pg/mf em metanol e o produto comercial (serao necessarias duas ampolas). E 
necessario transferir o conteudo de uma das ampolas, quantitativamente, para balao volumetrico de 10 mf e 
completar volume com metanol (solugao-estoque individual a 1 pg/mf). A outra ampola sera utilizada sem diluigao. 
THC-COOH-glicuronidio a 100 pg/mf e o produto comercial; transferir quantitativamente para balao volumetrico 
de 5 mf e completar volume com metanol (solugao-estoque individual a 20 pg/mf). A partir desta solugao, 
transferir 1 mf para balao volumetrico de 2 mf e completar volume com metanol (solugao-estoque individual a 10 
pg/mf). Transferir quantitativamente cada ampola de THC, CBD, CBN, 11-OH-THC e THC-COOH a 1 mg/mf 
(produto comercial), individualmente, parabaloes volumetricos de 10 mf para obtengao de solugoes intermediarias 
individuals a 100 pg/mf. A partir dessas solugoes, transferir 2 mf parabaloes volumetricos de 10 mf e completar 
volume com metanol (solugoes-estoque individuals a 20 pg/mf). A partir dessas solugoes, transferir 2 mf para 
balao volumetrico de 10 mf e completar volume com metanol (solugoes-estoque individuals a 1 pg/mf). A partir 
das solugoes-estoque individuals, serao preparadas as solugoes mistas de calibragao, conforme esquema 
apresentado no Quadro 31.1. 

Preparagao das solugoes-estoque individuals e de solugoes mistas para controle da qualidade 

As solugoes de controle de qualidade (CQ) sao preparadas em tres niveis (baixo, medio e alto) de concentragao. 
Elas devem ser preparadas a partir de solugoes de outro fornecedor ou de outro lote do mesmo fornecedor ou, em 
ultima instancia, de ampolas diferentes - ainda que do mesmo fornecedor e lote. Seguir o mesmo procedimento 
descrito anteriormente para preparagao das solugoes-estoque individuals. A preparagao das solugoes mistas de CQ 
esta esquematizada no Quadro 31.2. 

Preparagao das solugoes-estoque individuals e da solugao mista de padroes deuterados para uso como 
padroesinternos 

Os padroes analiticos deuterados de canabinoides atualmente disponiveis no comercio sao: d 3 -A g -THC, d 3 -OH- 
THC, d 3 -CBD e d 9 -THC-COOH, em ampolas contendo solugao a 100 pg/m f . E necessario transferir 
quantitativamente o conteudo de cada ampola para baloes volumetricos de 10 mf e completar volume com metanol 
(solugoes-estoque individuals a 10 pg/mf). Transferir 200 pf de cada solugao-estoque para um balao volumetrico 
de 10 mf e completar volume com metanol (solugao mista de padroes internos a 200 ng/mf). A g -THC-d 3 e 
utilizado como padrao intemo para quantificagao do CBN e o THC-COOH-d 9 para a quantificagao dos 
glicuronidios. 



Quadro 31.1 Prepara^ao das solutes de calibragao contendo misturas de canabinoides em metanol. 


Solucoes-estoque individuals Volume das solucoes-estoque a pipetar (p£) para preparar 5 m£da mistura de canabinoides para cada 

calibrador 


Analito 

Concentracao 

Call 

Cal 2 

Cal 3 

Cal 4 

Cal 5 

Cal 6 

Cal 7 

Cal 

8 

Cal 9 

A 9 -THC- 

glicurom'dio 

1 pg/m£ 

50 

100 

200 

500 

- 

- 

- 

- 

- 


10pg/m£ 

- 

- 

- 

- 

100 

200 

500 

- 

- 

THC-COOH- 

glicurom'dio 

10 (jg/m£ 

- 

- 

- 

50 

100 

- 

- 

- 

- 


20 pg/m£ 

- 

- 

- 

- 

- 

100 

250 

500 

1.250 

A 9 -THC e 

outros 

canabinoides 

nao 

deuterados 

1 pg/m£ 


100 

200 

500 







20 pg/m£ 

- 

- 

- 

- 

50 

100 

250 

500 

- 


A 9 -THC: A 9 -tetraidrocanabinol; THC-COOH: ll-nor-9-carboxi-A 9 -THC. 


Quadro 31.2 Esquema de preparagao das solutes mistas para controle da qualidade (CQ). 

Volume das solucoes-estoque a pipetar (p£) para preparar5 m£da mistura de 
Solucoes-estoque canabinoides 


Analito 

Concentracao 

CQ baixo 

CQ medio 

CQalto 

A 9 -THC-glicurom'dio 

1 pg/m£ 

150 

- 

- 

10pg/m£ 

- 

150 

450 

THC-COOH-glicurom'dio 

10pg/m£ 

75 

- 

- 

20 pg/m£ 

- 

60 

180 

A -THC e outros 

canabinoides nao 

deuterados 

1 pg/m£ 

125 

— 

— 

20 pg/m£ 

- 

125 

375 


A 9 -THC: A 9 -tetraidrocanabinol; THC-COOH: ll-nor-9-carboxi-A 9 -THC. 


Solutes de preparo diario 

• Solugao de hidroxido de amonia a 0,2% 




• Solugao de limpeza dos cartuchos: agua/acetonitrila/acido acetico glacial na proporgao 79:20:1 

• Solvente de eluigao: acetonitrila com 1% de acido acetico glacial 

• Sangue sem canabinoides (branco de amostra), minimo de 10 mb, previamente analisados para comprovar a 
ausencia dos analitos de interesse 

• Fase movel A - 10 mm de acetato de amonio pH 6,15 (ajustado com acido formico 1%) 

• Fase movel B - 15% metanol em acetonitrila 

Solvente para reconstituigao do residuo seco: fase movel na proporgao de 7 mb de A para 3 mb de B. 

Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a liquido marca Shimadzu® modelo UFLCXR, com bomba binaria tipo 20ADXR e fomo para 
coluna tipo CTO-20AC e amostrador automatico SIL-20ACXR (Shimadzu® Corporation, Columbia, MD, 
EUA) acoplado ao espectrometro de massas AB Sciex® 3200 Qtrap triplo-quadrupolo equipado com interface 
turbov ESI (AB Sciex®, Foster City, CA, EUA) 

• Evaporador turbovap LV (Zymark®, Hopkinton, MA, EUA) 

• Centrifuga refrigerada 

• Agitador tipo vortex 

Tubos conicos de polipropileno 16 x 100 mm, com tampa de rosea, Sarstedt®, descartaveis 

• Cartuchos de extragao em fase solida Bond Elut Plexa 6 mb/200 mg (Agilent®, part# 12109206) 

• Camera de vacuo para extragao em fase solida 
Baloes volumetricos classe A de 2, 5 e 10 mb 

• Pipetas volumetricas classe A de 1 e 2 mb 

• Micropipetas de volume reajustavel 20 a 200 pb e 200 a 1.000 pb 

• Pipetador Eppendorf Repeater Plus® 

• Frascos de 2 mb para amostrador automatico providos de inserts de 200 pb. 

Procedimento analitico 

Prepara^ao do equipamento 

A separagao cromatografica e realizada na coluna Ultra Bifenil® (100 x 2,1 mm, 5 pm) protegida por uma pre- 
coluna Ultra II Bifenil® (10 x 2 mm, Restek Corp., Malvern, PA, EUA). Apos series analiticas com mais de 50 
amostras, recomenda-se a troca do frit e da pre-coluna. A temperatura do forno da coluna e de 40°C. O amostrador 
automatico e mantido a 4°C e o volume de amostra injetado e de 25 pb. A fase movel opera no modo gradiente, 
com 30% de B nos primeiros 30 s, aumentando para 90% de B em 6 min, e permanecendo por 7,5 min, quando 
entao retorna a condigao inicial em 0,75 min e permanece nessa condigao por mais 1,75 min. O fluxo da fase movel 
e de 400 pb/min. O fluxo da fase movel e desviado para a purga nos 2,5 min iniciais e novamente em 9 min da 
corrida ate o final da analise. 

Os ions produzidos pela ionizagao por spray de eletrons sao adquiridos no modo negativo para os glicuronidios, 
CBD, 11-OH-THC e THC-COOH; enquanto os ions do A '-THC e do CBN sao adquiridos no modo positivo. 
Parametros da fonte de ions: pressao de 0,31 MPa para o gas 1 e de 0,48 MPa para o gas 2; gas da cortina a 0,17 
MPa; temperatura da fonte 650°C. O EM/EM opera com tres periodos de aquisigao, com tempo de residencia 
{dwell time ) de 150 ms para cada transigao no primeiro periodo, 100 ms no segundo e 150 ms no ultimo. Os 
parametros otimizados por analito sao apresentados no Quadro 31.3. 

Prepara^ao das amostras 

• Preparar a bacia com gelo picado e um pouco de agua 

• Homogeneizar as amostras suavemente por alguns segundos; recomenda-se o uso de um homogeneizador de 
sangue. Para retirar as aliquotas de sangue, usar preferencialmente pipetas com filtro para evitar a contaminagao 
cruzada de amostras. Devido a viscosidade do sangue total, faga um prime da ponteira 1 ou 2 vezes com a 
amostra, antes de retirar as aliquotas 

• Colocar na bacia a estante contendo os tubos com os brancos de plasma na seguinte ordem de identificagao: 
branco, negativo, calibradores (9), CQ baixo (2), medio (2) e alto (2). A seguir, pipetar as amostras autenticas 



em sequencia 

• Remover as solugoes mistas de calibragao e CQ do freezer e esperar 30 min para que alcancem a temperatura 
ambiente. Tao logo finalizada sua utilizagao, voltar com as solugoes para o freezer , visto que elas nao devem 
ficar mais de 1 h em temperatura ambiente. A frm de preservar as solugoes padrao do risco de contaminagao, 
nao utilizar a mesma ponteira 2 vezes. Pelo fato de serem solugoes metanolicas, fazer o prime das ponteiras 2 
vezes com a solugao antes de pipetar 


Quadro 31.3 Parametros da espectrometria de massas sequendal para analise de canabinoides em sangue total. 


Canabinoide 


(Q,) Ion precursor 

m/z 

(Q 3 ) Ion produto 

m/z 

Potencial de 

desagrega^ao 

(V) 

Energia de 
colisao (V) 

Tempo de 

retengao 

(min) 

THC-C00H- 

glicurom'dio 

QT 

519,0 

342,9 

-45 

-31 

3,1 


QL 

519,0 

299,0 

-45 

-44 

3,1 

A 9 -THC-glicurom'dio 

QT 

489,0 

313,1 

-55 

-38 

3,2 


QL 

489,0 

174,9 

-55 

-24 

3,2 

THC-C00H-d 9 

QT 

352,2 

254,2 

-55 

-38 

4,3 


QL 

352,2 

194,1 

-55 

-28 

4,3 

THC-C00H 

QT 

343,0 

245,1 

-60 

-36 

4,3 


QL 

343,0 

191,1 

-60 

-44 

4,3 

ll-OH-THC-dj 

QT 

332,1 

271,2 

-50 

-32 

5,2 


QL 

332,1 

314,2 

-50 

-26 

5,2 

11-0H-THC 

QT 

329,0 

267,9 

-50 

-38 

5,3 


QL 

329,0 

311,1 

-50 

-24 

5,3 

CBD-dj 

QT 

316,1 

248,1 

-50 

-32 

5,7 


QL 

316,1 

182,2 

-50 

-26 

5,7 

CBD 

QT 

312,9 

245,1 

-60 

-28 

5,8 


QL 

312,9 

178,9 

-60 

-26 

5,8 

CBN 

QT 

311,2 

223,1 

61 

27 

6,2 


QL 

311,2 

178,3 

61 

81 

6,2 

A 9 -THC-d 3 

QT 

318,3 

196,2 

70 

29 

6,2 


QL 

318,3 

123,1 

70 

43 

6,2 









A 9 -THC 

QT 

315,2 

193,2 

70 

29 

6,3 


QL 

315,2 

123,1 

70 

43 

6,3 


QT: transigao do ion de quantificagao; QL: transigao do ion de qualificagao; Ql: quadrupolo 1; Q3: quadrupolo 3; A l, -THC: A' ! - 
tetraidrocanabinol; THC-COOH: ll-nor-9-carboxi-A 9 -THC.; 11-OH-THC: I l-hidroxi-A'-TliC; CBD: canabidiol; CBN: canabinol. 


• Preparar as amostras seguindo a orientagao do Quadro 31.4. Nota: nao deixar para homogeneizar tudo no final; 
apos adiqdo de cada reagente, homogeneizar a amostra no vortex (suave) por alguns segundos. Como o 
volume e pequeno, nao e necessdrio tampar os tubos. 

Feita a preparagao, iniciar a desproteinizagao com acetonitrila gelada (frasco com o solvente e mantido no freezer 
e transferido para o banho de gelo imediatamente antes do uso). Levar o tubo com a amostra para o vortex suave e, 
sob agitagao constante, acrescentar 1,5 m £ de acetonitrila gelada gota a gota, lentamente. Levar os tubos para a 
centrifuga refrigerada (4°C) por 5 min a 4.000 g. De acordo com a capacidade da centrifuga, a desproteinizagao 
deve ser realizada em grupos de 12 ou ate 24 amostras. Remover os tubos da centrifuga e transferir imediatamente 
o sobrenadante para novos tubos de polipropileno 16 x 100 mm. 

Extra^ao em fase solida 

A extragao em fase solida e desenvolvida a pressao atmosferica para o cartucho empregado no presente metodo. 
Se algum cartucho apresentar resistencia a transferencia da amostra, um leve pulso de vacuo pode ser aplicado 
apenas para iniciar o processo. 

• Condicionar os cartuchos com 2 mf de metanol, seguidos por 2 m£ de agua ultrapura; tao logo tenlia ocorrido o 
carregamento com a agua, iniciar o pas so seguinte 

• Diluir as amostras com 4,5 mf de solugao de hidroxido de amonia a 0,2% (preparada no dia) e homogeneizar no 
vortex 

• Transferir as amostras para o cartucho 

• Apos passagem completa das amostras, aplicar 2 mf da solugao de limpeza (agua: acetonitrila: acido acetico 
glacial 79:20:1) 

• Secar os cartuchos em vacuo maximo por 5 min. Nota: Antes de colocar os tubos para recolher o solvente de 
extragao, certificar-se de que nao ha gotas de agua aderidas as paredes internas dos cartuchos ou as agidhas. 
Se houver, use um lenqo depapel para absorve-las 

• Eluir os analitos com 2 x 1,5 mf do solvente de eluigao (1% de acido acetico em acetonitrila), recolhendo o 
eluato em novos tubos de polipropileno 16 x 100 mm. 


Quadro 31.4 Esquema de preparagao das amostras (fortificadas e autenticas). 




Amostras fortificadas: pipetar 0,5 m£do branco de amostra em cada tubo 




Identificagao dos 

Metanol (p£) 

Solugao mista a 

Solugao mista a 

Solugao mista a 

Solugao mista a 

Solugao 

tubos 


lOng/mt 

100 ng/m£ 

1.000 ng/m£ 

5.000 ng/m£ 

mista de 

padroes 

internos 

(p£) 


Branco 

25 p£ 

- 

- 

- 

- 

- 

Negativo 

25 p£ 

- 

- 

- 

- 

25 

Call 

- 

25 p£ 

- 

- 

- 

25 



Cal 2 

- 

50 p£ 

- 

- 

- 

25 

Cal 3 

- 

100 |j£ 

- 

- 

- 

25 

Cal 4 

- 

- 

25 p£ 

- 

- 

25 

Cal 5 

- 

- 

50 p£ 

- 

- 

25 

Cal 6 

- 

- 

100 |j£ 

- 

- 

25 

Cal 7 

- 

- 

- 

25 p£ 

- 

25 

Cal 8 

- 

- 

- 

50 p£ 

- 

25 

Cal 9 

- 

- 

- 

- 

25 p£ 

25 

Amostras de controle da qualidade: pipetar 0,5 m£do branco de amostra em cada tubo 

Identificacao dos 

tubos 

Metanol (p£) 

Solucao mista de CQ no ni'vel baixo 

(p£) 

Solucao mista de 
CQ no ni'vel 
medio (p£) 

Solipao mista de 
CQ no rn'vel alto 

(p£) 

Solucao 

mista de 

padroes 

internos 

(p£) 

CQ1 (2x) 

- 

25 

- 

- 

25 


CQ 2 (2x) 

- 

- 

25 

- 

25 


CQ 3 (2x) 

- 

- 

- 

25 

25 


Amostras autenticas: pipetar 0,5 m£de sangue 

Amostras 

25 

— 




25 


Obtengao do residuo para analise 

• Evaporar o eluato a secura (40 a 42°C, sob corrente de nitrogenio) 

• Ressuspender o residuo com 150 pt da fase movel (70:30, A:B) e homogeneizar no vortex 

• Centrifugar a 4°C a 4.000 g por 5 min e transferir 130 pi para os frascos. 

Uma sugestao quanto a montagem da sequencia analitica e apresentada no Quadro 31.5. 

Parametros de validagao 

• Limites de detecgao: 0,25 a 1 ng/mt 

• Limites de quantificagao: 1 ng/m 1 , exceto para A'-THC-glicuro-mdio, de 0,5 ng/m 1 , e o THC-COOH- 
glicuronidio, de 5 ng/mt 

• Faixa linear* (r 2 > 0,995): THC-COOH1 - 100 ng/m l, exceto para A '-THC-glicuromdio, de 0,5 a 50 ng/m i, e 
para o THC-COOH-glicuronidio, de 5 a 250 ng/mt. *Foi aplicada a transformagao 1/x 2 para corregdo de 
heterocedas ticidade 

• Imprecisao intrasserie: 2,8 a 7,9% (n = 6) 

• Imprecisao interserie: 4,9 a 10,4% (n = 20) 

• Bias : ± 13,1% do valor-alvo 

• Recuperagao: 50,5 a 93,9% 

• Efeito matriz: supressao de ions ainda observada apesar das tentativas de resolugao do problema, exceto para 



A -THC e THC-COOH/THC-COOH-glicuronidio. Intensificagao de ions > 10% observada para A '-THC- 
glicuronidio 

• Estabilidade da amostra extraida no amostrador automatico: 24 h a 4°C = estavel 

• Estabilidade dos glicuronidios: nao foi observada degradagao dos glicuronidios as respectivas formas livres no 
metodo proposto 

Estabilidade dos canabinoides em sangue armazenado (heparina como anticoagulante) 

• 72 h a 4°C: houve degradagao do THC (35,7%), CBD (29,5%), CBN (13,2%) 

• 16 h em temperatura ambiente: houve degradagao do THC (32,9%), CBD (15,7%), CBN (21,2%), THC- 
COOH/THC-COOH-glicuronidio (14.6%) e 11-OH-THC (exceto o CQ baixo). Nora: a estabilidade e maior 
em sanguepreservado com fluoreto de sodio, como tambem em plasma congelado . y 

Estabilidade em tres ciclos de congelamento/descongelamento: 

• Perda significativa observada para A g -THC (30,4%), CBD (17,9%) e CBN (21,2%) 

Quadro 31.5 Sugestao de uma sequencia analitica. 


Frasco n° 

Descri^ao 

Frasco n° 

Descri^ao 

Frasco n° 

Descrigao 

1 

Fase movel 

19 

Amostra 

37 

Amostra 

2 

Padroes (setup) 

20 

Amostra 

38 

Amostra 

3 

Branco 

21 

CQ 2 (tubol) 

39 

Amostra 

4 

Negativo 

22 

Amostra 

40 

CQ 2 (tubo 2) 

5 

Call 

23 

Amostra 

41 

Amostra 

6 

Cal 2 

24 

Amostra 

42 

Amostra 

7 

Cal 3 

25 

Amostra 

43 

Amostra 

8 

Cal 4 

26 

Amostra 

44 

Amostra 

9 

Cal 5 

27 

CQ 3 (tubol) 

45 

Amostra 

10 

Cal 6 

28 

Fase movel 

46 

CQ 3 (tubo 2) 

11 

Cal 7 

29 

Amostra 

47 

Fase movel 

12 

Cal 8 

30 

Amostra 

48 

Negativo 

13 

Cal 9 

31 

Amostra 

49 

Setup 

14 

Branco 

32 

Amostra 

50 

Etc. 

15 

CQ1 (tubol) 

33 

Amostra 



16 

Amostra 

34 

CQ1 (tubo 2) 



17 

Amostra 

35 

Amostra 



18 

Amostra 

36 

Amostra 




• Carryover : nao observado 

• Integridade da diluigao: mantida em ate 10 diluigoes feitas com branco de sangue 

• Interferentes endogenos: ausentes (n = 10 brancos de sangue) 

Interferentes exogenos: ausentes quando avaliadas 80 drogas illcitas, metabolites e medicamentos (a 1 qg/m 1) 
na presenga de canabinoides a 250 ng/m i. 

O tempo de retengao dos analitos nas amostras autenticas e nas amostras de CQ nao deve variar mais do que 0,2 
min para mais ou para menos em relagao ao tempo de retengao medio dos calibradores. 

A razao entre a area do pico do ion produto de qualificagao/area do pico do ion produto de quantificagao (razao 
QL/QT) nao pode variar mais que 20% para mais ou para menos, em relagao a media dos resultados obtidos para 
os calibradores. 

Interpretagao anah'tica 

A aflnnagao de que um individuo esta sob efeito psicoativo da Cannabis com base na concentragao sanguinea 
ainda apresenta controversias. Em alguns paises, para fins de legislagao de transito, sao adotados limites legais de 
2,2 ou 5 ng/mf de A g -THC no sangue. 2 * 
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Introduce) 

O chumbo elementar e um metal de aparencia acinzentada, classificado no grupo 14 da tabela periodica, cujo 
principal minerio e a galena (PbS). Apresenta densidade de 11,35 g/cm 3 a 20°C, funde a 327,5°C, entra em ebuligao 
a 1.740°C e apressao de vapor tern valores significativos acima de 500°C (1,77 mmHg a 1.000°C). 

Embora poucos compostos de chumbo sejam francamente soluveis em agua, muitos sao suficientemente soluveis 
nos fluidos biologicos para serem toxicos, especialmente quando inalados como fumos ou particulados finamente 
divididos. Trata-se de um metal de amplo uso industrial, do qual se exploram as propriedades de maleabilidade, 
ductilidade, resistencia a corrosao, densidade, baixo ponto de fusao e blindagem aos raios X e gama. E componente 
importante em ligas para solda, condutores eletricos, tipos para impressao, munigao, bem como do bronze e do 
latao. 

Os sais de chumbo encontram uma variedade de aplicagoes como na produgao de tintas (pigmentos), plasticos 
(estabilizantes), vidro (produgao de cristais) e ceramicas (fritas de vitrificagao). O maior uso do chumbo metalico e 
na fabricagao de acumuladores eletricos do tipo chumbo/acido. A produgao industrial de chumbo teve inicio com a 
introdugao do processo de copelagao, ha mais de 5.000 anos, e e provavel que, ja naquela epoca, tenliam ocorrido 
intoxicagoes pelo metal, fazendo dele o mais antigo agente toxico de importancia ocupacional. 1 

Alem dos operarios, a populagao tambem pode ser significativamente exposta, seja pela utilizagao de utensilios 
ceramicos com vitrificagao inadequada, pelo consumo de alimentos e de agua com elevados teores do metal, pelo 
uso de tintas e cosmeticos contendo compostos de chumbo ou na ocupagao de areas contaminadas. Ainda que a 
toxicidade do chumbo apresente longa historia e que sempre tenha merecido atengao dos pesquisadores, fazendo 
dele, talvez, o agente toxico mais estudado no ambiente de trabalho, o saturnismo nao e apenas uma mera entidade 
historica. 




Entre as operates que produzem exposigao significativa de trabalhadores, estao as necessarias a sua produgao 
(mineragao, fundi gao e refino) e reciclagem (refusao de sucata), alem de operagoes com aquecimento ou subdivisao 
do metal ou de seus sais, como soldagem, lixamento e pintura a pistola. Assim, o chumbo pode estar presente no 
cotidiano de muitos trabalhadores, inclusive em ocupagoes que normalmente nao sao consideradas sob risco, como 
na atividade de demoligao. 2 

Disposi^ao no organismo 

A via respiratoria e tida como a de maior importancia na exposigao ocupacional ao chumbo inorganico, embora, 
em exposigoes abaixo de 5 pg/m 3 de ar, a absorgao por outras vias possa supera-la. Em tais niveis de exposigao, a 
higiene pessoal dos trabalhadores e a limpeza no ambiente de trabalho sao os principals determinantes da exposigao. 

A absorgao pulmonar do chumbo inorganico e de seus compostos e influenciada pelo tamanho aerodinamico da 
particula e pela sua solubilidade, e cerca de 40% do chumbo que chega aos alveolos e absorvido. A fragao 
depositada na arvore traqueobronquiolar, e nao absorvida, e removida pelo movimento mucociliar ascendente e 
deglutida. A absorgao do metal ingerido e estimada em 3 a 10% em adultos, e cerca de 50% da fragao absorvida e 
eliminada pela bile. Pela via digestiva, chumbo e calcio parecem ser absorvidos por mecanismos similares e, nos 
periodos de crescimento osseo ativo, com grande utilizagao de calcio, a absorgao do chumbo ingerido pode chegar a 
50 %. 2 3 

Uma vez absorvido, o chumbo rapidamente adentra o eritrocito, mantendo a razao de concentragao 
eritrocito/plasma na ordem de 99:1. Dentro do eritrocito, liga-se preponderantemente a acido A-aminolevulinico 
desidratase (ALA-D), enzima polimorfica (apresenta dois alelos) que catalisa a formagao do porfobilinogenio, um 
precursor do heme e outras hemoproteinas. O polimorfismo da ALA-D pode constituir fator genetico influente na 
toxicocinetica do metal, havendo observagoes de que, em trabalhadores e em criangas expostas, homo e 
heterozigotos ALA-D-2 (2-2 e 1-2) apresentam maiores niveis de chumbo no sangue do que homozigotos ALA-D- 
1-1. Contudo, nao ha associagao entre este polimorfismo e concentragoes de chumbo no sangue abaixo de 10 pg/df. 

O alelo ALA-D-2 provavelmente protege contra os efeitos do chumbo na hematopoese, por diminuir a inibigao da 
sintese do heme. Contudo, ainda nao foram esclarecidos os efeitos deste polimorfismo em outros tecidos. 4 Apartir 
do sangue, o chumbo e distribuido para todos os tecidos (inclusive para o feto durante a gravidez) e e depositado 
nos ossos. Nos adultos, aproximadamente 94% da carga corporea do chumbo e encontrada nos ossos e dentes, e, 
em criangas, em tomo de 73%. 3 O local de deposigao ossea tambem depende da idade; na infancia, ela ocorre na 
fragao trabecular do osso e, no adulto, nas fragoes trabecular e cortical. Dado que a fragao trabecular e parcialmente 
labil, o metal pode voltar a corrente sanguinea e tecidos moles depois de cessada a exposigao, o que e 
particularmente importante em situagoes de perturbagao do metabolismo osseo, como na gravidez, lactagao, 
osteoporose ou hipertireoidismo. 

A meia-vida do chumbo no sangue e de aproximadamente 35 dias e, nos ossos, e estimada em 30 anos. ° 
Considerada a vida media dos eritrocitos de 120 dias, os niveis de chumbo no sangue representam a exposigao 
integrada das ultimas 6 semanas anteriores a amostragem. Em trabalhadores afastados da exposigao, observa-se 
que a redugao da plumbemia e afetada pelo tempo de exposigao, sendo mais lenta naqueles com maior exposigao 
cumulativa, e pelos teores sanguineos pre-afastamento, com queda mais rapida a partir de plumbemias iniciais mais 
elevadas. 6 A eliminagao do chumbo e feita preponderantemente pelas vias renal e fecal, correspondendo a 
aproximadamente 2/3 e 1/3 da excregao total do chumbo absorvido, respectivamente. A eliminagao por saliva, suor, 
leite materno e a incorporagao aos pelos respondem por fragoes minoritarias. 

Metodos analfticos 


■ Determinant) de chumbo no sangue por espectrofotometria de absorgao atomica 

Entre as diversas possibilidades para determinagao de chumbo no sangue (Pb-S), destaca-se a espectrofotometria 
de absorgao atomica (EAA), pela sensibilidade, especificidade e simplicidade. 


Final idade da analise 




A determinagao de chumbo no sangue (Pb-S) e referida como o melhor e mais aceito indicador para avaliagao 
biologica das exposigoes ao metal. Embora o chumbo aparega em concentragoes apreciaveis na urina, a flutuagao 
das concentragoes em amostras isoladas toma impraticavel a sua utilizagao. 

Quanto a possibilidade de coleta por perlodo representative do dia, mesmo com corregao para a excregao de 
creatinina, nao ha vantagem sobre a plumbemia. Isso tambem ocorre com as alteragoes bioquimicas produzidas pelo 
chumbo, desde as mais precoces e sensiveis (como a inibigao da ALA-D) ate as mais tardias (como o aumento da 
zinco-protoporfirina no sangue periferico). 1 

Amostragem 

A coleta de sangue para determinagao de chumbo nao apresenta restrigoes de dieta ou horario; no entanto, deve-se 
ter atengao com a possibilidade de contaminagao. A coleta pode ser realizada por pungao venosa, com seringa de 
polietileno ou com tubos evacuados especiais para coleta de amostras para analise de metais, contendo heparina 
como anticoagulante. O uso de EDTA-Na (etilenodiaminotetra-acetato de sodio) pode sequestrar chumbo, causando 
diminuigao da recuperagao quando se usa a tecnica de analise por complexagao e extragao. 

Para minimizar as possibilidades de contaminagao, e necessario evitar a coleta de sangue capilar e, na coleta 
venosa, o local de pungao deve ser convenientemente limpo antes da antissepsia, idealmente lavado com agua e 
sabao. Uma vez coletada, a amostra deve ser transferida para tubo de polietileno, podendo ser conservada por ate 10 
semanas sob refrigeragao a 4°C. 8 

Analise por espectrometria de absorqao atomica com atomizaqao em chama 
Fundamento do metodo 

Na analise do Pb-S por espectrofotometria de absorgao atomica com atomizagao em chama (EAA-C), o chumbo e 
complexado, extraido para um solvente organico e introduzido em uma chama ar-acetileno, na qual e atomizado; isto 
e, levado ao seu estado fundamental ou neutro (Pb°), diante de um feixe de luz produzido por uma lampada que 
emite o espectro do elemento, do qual e selecionada a raia 217 nni. Nessa condigao, a quantidade de energia 
absorvida e proporcional a populagao de atomos no estado fundamental e obedece a lei de Lambert-Beer da 
espectrofotometria. 

Lavagem da vidraria e qualidade da agua 

Toda a vidraria, apos a lavagem normal, deve ser imersa em acido nitrico a 10% por 12 h, e enxaguada 
abundantemente. A agua para enxague final, assim como para o preparo de solugoes, deve ser desionizada 
(idealmente com resistividade em torno de 18 MQ). 

Reagentes e solutes 

Os reagentes devem ter qualidade adequada para analises de tragos de metais. 

• Padrao de chumbo: estao disponiveis diversos padroes comerciais, prontos para uso ou para serem diluidos, 
geralmente na concentragao final de 1.000 pg/mf. Pode tambem ser preparado no laboratorio, dissolvendo-se 
1,598 g de nitrato de chumbo, previamente dessecado por 4 h a 120°C, em HN0 3 a 2% m/v. A solugao e estavel 
por 1 ano em vasilhame de polietileno 

Solugao de complexante/surfactante, contendo pirrolidina ditiocarbamato de amonio a 2% em solugao de 

Triton® X-100 a 2,5% (PDCA-TX): para 100 mt de solugao, dissolver 2 g de PDCA em 50 mt de agua 

desionizada e acrescentar 50 m£ de solugao de Triton® X-100 a 5% v/v 

• Metilisobutilcetona (MIC) saturada com agua: em fund de separagao, juntar 100 m£ de agua desionizada a 900 
m£ de MIC, agitar energicamente por alguns segundos e deixar em repouso por 1 h 

• Padroes para a curva de calibragao: diluir o padrao de chumbo em agua desionizada, de modo a obter 

concentragoes equivalentes a 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pg/df. Analisar 2 ml de solugao padrao de cada 

concentragao e de agua como branco, em triplicatas, com o mesmo procedimento descrito para a amostra, exceto 
pelo uso da solugao de PDCA em agua e nao em TX-100, para evitar a emulsao da fase organica. 


Equipamento 


• Espectrofotometro Perkin Elmer®, modelo 3110 equipado com atomizador em chama ar/acetileno. 

Procedimento anah'tico 

• Em tubo de polietileno com tampa, pipetar 2 m £ de sangue, adicionar 1 m £ de solugao PDCA-TX, 
homogeneizar em mixer por 15 s e aguardar 15 min para a complexagao 

• Adicionar, a cada tubo, 2 m£ de MIC saturada com agua e extrair por agitagao durante 2 min 

• Centrifugar a 600 g por 2 min, separar a fase organica e ler as absorvancias no comprimento de onda 217 mn, 
com atomizagao em chama ar/acetileno oxidante. As demais condigoes de operagao do espectrofotometro devem 
ser ajustadas de acordo com a recomendagao do fabricante do equipamento. 7 

Os extratos obtidos nao produzem ruido de fundo significativo, podendo ser analisados sem uso de corretor de 
background. Como o solvente que ingressa na chama tambem e combustivel, o fluxo de aspiragao da amostra para o 
nebulizador deve ser ajustado considerando um minimo para obtengao de sinal satisfatorio, no entanto, sem que 
haja enriquecimento demasiado da chama e redugao da eficiencia de atomizagao. 

Consideragoes sobre o metodo 

O limite de quantificagao estimado para o procedimento e de 5 pg/d£, podendo-se aplicar o metodo no intervalo 
de 5 a 150 pg/d £ com precisao de 5% e exatidao de 10%. Esses indicadores de desempenho dependerao, 
fundamentalmente, das caracteristicas do espectrofotometro utilizado. 

Andlise por espectrofotometria de absorgao atomica com atomizagao eietrotermica 

Atomizagao eietrotermica 

Na espectrofotometria de absorgao atomica com atomizagao eietrotermica (EAA-AE), utiliza-se um pequeno tubo 
de grafite, que funciona como um fomo para atomizagao; portanto, tambem recebe a designagao EAA-FG. O forno 
de grafite opera em uma atmosfera de argonio e produz temperaturas crescentes e controladas, por tempos 
programaveis, de modo a obter a secagem, a calcinagao, a atomizagao e, finalmente, a limpeza do tubo para 
introdugao de nova amostra. Apesar dos custos instrumental maiores em relagao a EAA-C, a EAA-FG produz 
limites de detecgao muito inferiores, visto que e mais eficiente na produgao de atomos neutros gragas ao ajuste de 
temperaturas ideais de atomizagao, e pela produgao de uma “nuvem” atomica mais concentrada diante do feixe de 
luz. Outra vantagem e a possibilidade de analisar volumes de apenas alguns microlitros de amostra, com um 
minimo trabalho de preparagao, por meio da adigao de modificadores de matriz, que melhoram a estabilidade 
termica do analito, possibilitando temperaturas de pre-tratamento mais elevadas e eliminando interferentes. g 

Nos ultimos anos, diversas configuragoes instrumentais tornaram-se disponiveis, utilizando corretores de 
background tipo continuo (lampada que emite todo o espectro UV) ou por efeito Zeeman (campo magnetico de 
grande intensidade, transversal ou longitudinal ao fomo), assim como o conceito SPTF {stabilized platform 
temperature furnace)? Na operagao em SPTF, a amostra e depositada em uma pequena plataforma montada no 
interior do tubo, chamada plataforma de L’Vov, nome do lider do grupo que propos seu uso em 1977. Os 
modificadores de matriz integram o conceito SPTF, porque a atomizagao, antes feita na parede do tubo, passa a 
ocorrer a custa do calor irradiado a partir desta, que e mais uniforme, mas exige temperaturas mais elevadas. As 
temperaturas mais altas tambem reduzem a vida util do forno de grafite, cujo custo pode ser expressivo. A 
minimizagao do problema pode ser obtida por meio da deposigao de determinados elementos quimicos na 
plataforma, seguida de tratamento termico para formagao de carbetos de alto ponto de fusao na superficie, 
resultando em um tubo de grafite modificado. 10 O processo pode ser dirigido para estabilizagao dos elementos a 
serem analisados (modificadores permanentes de matriz) e aumenta significativamente o numero de atomizagoes 
possiveis com o mesmo tubo. 11 

Ha diversas alternativas analiticas para Pb-S usando EAA-FG e, entre elas, a mais difundida e a proposta pelo 
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). O sangue e diluido na razao de 1:10 v/v com 
modificador de matriz formado por uma mistura em partes iguais de fosfato de amonio mono ou dibasico a 2% 
m/v, Triton® X-100 a 0,5% m/v e acido nitrico 0,2% v/v. Nessas condigoes, a calcinagao pode ser feita a ate 
1.000°C, e a atomizagao a ate 2.000°C em tubos com plataforma de L’Vov, e as leituras sao realizadas em 283,3 


Nosso laboratorio utiliza um metodo com base na literatura com modificagao do tubo de grafite por deposigao de 
tungstenio, o que possibilita simples diluigao da amostra para analise. 9 A preparagao do tubo com plataforma 
modificada e feita depositando-se 50 p i de solugao com 1 g/£ de tungstenio, preparada a partir de oxido do metal 
(W0 3 ), e executando-se 0 programa de temperaturas mostrado no Quadro 32.1. 

Fundamento do metodo 

A amostra de sangue e diluida em solugao acida de surfactante e depositada na plataforma de um tubo de grafite 
modificado, em que 0 chumbo nela contido sera atomizado (Pb°) e absorvera energia no comprimento de onda de 
283 nm, de modo proporcional a concentragao do metal. 

Lavagem da vidraria e qualidade da agua 

A recomendagao para a vidraria e a qualidade da agua sao as mesmas para 0 metodo com atomizagao em chama. 

Reagentese solutes 

Solugao-estoque de Pb 1.000 pg/mf 

• Solugao diluente: Triton® X-100 a 0,2% v/v em HN0 3 0,1% 

• Todas as solugoes devem ser preparadas em agua desionizada (Milli-Q®, 18 MO). 


Quadro 32.1 Programa de temperatura para preparagao do tubo de grafite com plataforma modificada para determinate de chumbo em sangue 
utilizando espectrofotometria de absor^o atomica com atomizaQo eletrotermica. 


Etapa 

Temperatura (°C) 

Rampa (s) 

Tempo (s) 

Fluxo de ar (m£/min) 

1 

110 

5 

25 

250 

2 

150 

10 

25 

250 

3 

600 

10 

20 

250 

4 

1.200 

10 

20 

250 

5 

2.000 

3 

10 

250 

6 

2.200 

1 

5 

250 


Equipamento e acessorios 

• Espectrofotometro Perkin Elmer® modelo PinAAcle 900Z, ajustado para as seguintes condigoes de operagao: 
0 Comprimento de onda 283 nm, fenda = 0,7 nm 

0 Modo de leitura: altura do pico, tempo de leitura = 15 s 
0 Corregao de “fundo” por efeito Zeeman longitudinal 

0 Tubo de grafite com plataforma acoplada e aquecimento transversal (THGA). 

As condigoes instrumentais usadas foram: 

• Amostrador: volume de injegao de 5 p£ 

• Forno de grafite: com programagao de temperatura nas condigoes descritas no Quadro 32.2. 

Procedimento analftico 

PREPAR0 DA CURVA DE CALIBRA^AO POR MULTIPLA ADigAO 

Os padroes de trabalho (para adigao de 50 pf de padrao a 100 pf de sangue) sao: 


• Para 80 (ig de Pb/100 mb: diluir 40 ja£ solugao-estoque em 25 mb de agua 

• Para 40 qg de Pb/100 mb: diluir 20 qb solugao-estoque em 25 mb de agua 

• Para 20 qg de Pb/100 mb: diluir 10 qb solugao-estoque em 25 mb de agua 

Para 10 qg de Pb/100 mb: diluir 20 qb solugao-estoque em 100 mb de agua 

• Para 5 qg de Pb/100 mb: diluir 10 qb solugao-estoque em 100 mb de agua 
Para 2,5 qg de Pb/100 mb: diluir 10 qb solugao-estoque em 200 mb de agua. 

PREPAR0 DAS AMOSTRAS 

• Calibragao: diluir 100 qb de sangue (base, padroes e amostras) com 850 qb de solugao Triton® X-100 a 0,2% 
em acido nitrico 0,1% (v/v), e adicionar 50 qb do respectivo padrao para as concentragoes 2,5; 5; 10; 20; 40 e 
80 qg de chumbo por 100 mb de sangue 

• Base: adicionar 50 qb do diluente em vez de padrao 

• Branco de reagentes: 100 qb de agua + 900 qb do diluente 

• Amostras: 100 qb de amostra + 900 qb do diluente. 

Homogeneizar e colocar diretamente no amostrador. 

CONSIDERAgOES S0BRE 0 MET0D0 

A massa caracteristica tipica para o procedimento e de 30 pg de Pb (massa do elemento que absorve 1% da luz 
incidente), podendo-se aplicar o metodo no intervalo de 5 a 80 qg/db com precisao melhor que 5% e recuperagao 
em torno de 100%. Esses indicadores de desempenho dependerao, fundamentalmente, das caracteristicas do 
espectrofotometro utilizado. 

Interpretagao analitica 

A interpretagao da plumbemia considera duas references importantes, estabelecidas para populagoes e exposigoes 
diferentes. Aprimeira refere-se ao limite do indicador biologico para a exposigao ocupacional; a segunda, ao padrao 
de seguranga para exposigoes ambientais, aplicavel as criangas e mulheres em idade fertil. Para as exposigoes 
ocupacionais, a American Conference of Governmental Industrial Hygienists propoe 30 pg/d b como indice 
biologico de exposigao (BEI, biological exposure index), desde 1994. Tal indice e proposto como suficiente para 
minimizar possibilidades de ocorrencia de efeitos psicologicos e psicomotores, alteragoes de velocidade de 
condugao nervosa, hipertensao arterial, nefropatias e alteragoes reprodutivas na mulher. Para a exposigao ambiental 
de criangas e mulheres em idade fertil, os Centers for Disease Control propoem 10 qg/db como plumbemia limite; 
acima dessa quantidade essas mulheres estariam em risco de conceber criangas com Pb-S acima de 10 qg/db. Alem 
disso, criangas com plumbemia nesse patamar por tempo prolongado estao em risco de desenvolver deficit 
cognitivo. 113 No Brasil, a vigilancia de trabalhadores expostos e balizada pela Norma Regulamentadora n° 7, que 
estabelece 40 qg/db como “valor de referenda da normalidade” e 60 qg/db como “IBMP, indice biologico maximo 
permitido”. 


Quadro 32.2 Programaqio de temperatura do tubo de grafite para a analise de chumbo em sangue utilizada no presente metodo. 


Etapa 

Temperatura (°C) 

Rampa (s) 

Tempo (s) 

Fluxo de ar (mb/min) 

1 

130 

1 

10 

250 

2 

200 

2 

5 

250 

3 

700 

5 

15 

250 

4 

1.700 

0 

3 

0 

5 

2.300 

1 

3 

250 



■ Determinant) da atividade da acido A-aminolevulinico desidratase eritrocitaria pelo 
metodo europeu padronizado 

O chumbo detem grande afinidade por radicals sulfidrila, o que lhe confere capacidade de interferir em grande 
numero de sistemas enzimaticos. Um dos seus efeitos mais estudados e a capacidade de interferir na biossintese do 
heme, particularmente inibindo as atividades da acido A-aminolevulinico desidratase eritrocitaria (ALA-D) e da 
ferroquelatase. A ferroquelatase e uma enzima mitocondrial, que se incumbe da parte final da formagao do heme, 
que e a incorporagao do ferro a protoporfirina IX. Por sua vez, a ALA-D e uma enzima citoplasmatica que catalisa 
o passo inicial da biossintese, que e a formagao do porfobilinogenio a partir de duas moleculas de acido A- 
aminolevulinico. 

Da inibigao da ALA-D resulta aumento das concentragoes de ALA no sangue e de sua secregao para a urina. A 
atividade da ALA-D e inversamente proporcional a concentragao de chumbo no sangue a partir de 10 pg/df, 
embora, aparentemente, nao haja uma concentragao limiar de chumbo para a inibigao da enzima. Devi do a grande 
capacidade de reserva corporea para produgao de hemoglobina, a anemia geralmente nao e observada em adultos 
com chumbo no sangue abaixo de 50 pg/df. 1,3,14 

Finalidade da analise 

A determinagao da atividade da ALA-D possibilita a verificagao de efeito associado ao chumbo em niveis de 
exposigao inferiores ao limite para o indicador biologico da exposigao ocupacional recomendado pela American 
Conference of Governmental Industrial Hygienists - ACGIH (Pb no sangue menor que 30 pg/df). A atividade de 
ALA-D parece estar correlacionada com os niveis de chumbo no sangue, mesmo em niveis tao baixos quanto 10 pg 
de Pb/df sangue. Entre os indicadores biologicos de efeito mensuraveis para o chumbo, representa o de maior 
especificidade e maior sensibilidade. 1 

Fundamento do metodo 

A amostra de sangue e incubada com o substrato (ALA) a 37°C e em pH 6,4; por 1 h. A reagao e interrompida 
por precipitagao proteica e o porfobilinogenio (PBG) formado e separado por filtragao e posto a reagir com p- 
dimetilaminobenzaldeido, produzindo o complexo PBG-/;-dimeti 1 aminobenzaldeido (Figura 32.1), que e 
quantificado por espectrofotometria visivel, em 555 nm. 


o 



X 

kJ - 

N(CH 3 ) 2 

PBG p-dimetilaminobenzaldeido PBG-p-dimetilaminobenzaldeido 

Figura 32.1 Formapao do porfobilinogenio (PBG) e do complexo PBG-p-dimetilaminobenzaldeido. 

Amostragem 

A amostra de sangue pode ser coletada sem restripoes de horario ou dieta, usando heparina como anticoagulante. 

A atividade da ALA-D e preservada por 24 h quando mantida sob refrigerapao a 4°C. O hematocrito da amostra 

deve ser determinado para expressao do resultado por volume de eritrocitos. 

Reagentes e soluqoes 

• Solupao tampao fosfato pH 6,4: solupao “A” - dissolver 1,38 g de fosfato de sodio monobasico mono-hidratado 
(Na 2 HP0 4 H 2 0) em agua suficiente para 100 mb; solupao “B” - 3,58 g de fosfato de sodio bibasico dodeca- 
hidratado (Na 2 HP0 4 12 H 2 0) em agua suficiente para 100 mb. Ajustar o pH da solupao “A”, adicionando a 
solupao “B” ate pH 6,4 

• Substrato ALA.HC1 0,01 mol/litro: dissolver 167,6 mg de cloridrato de acido A-aminolevulinico (ALA.HC1) 
em solupao tampao fosfato 0,1 M; pH 6,4 suficiente para 100 mb 

• Solupao de cloreto mercurico em acido tricloroacetico: dissolver 1,35 g de cloreto mercurico (HgCl 2 ) em 100 
mb de solupao de acido tricloroacetico (TCA) 100 g/b 

Solupao reagente de Ehrlich: dissolver 2,5 g de />dimetilaminobenzaldeido em 50 mb de acido acetico glacial; 
adicionar 24,5 mb de acido perclorico e 4 mb de solupao de HgCl 2 em acido acetico glacial. Misturar, deixar 
esfriar e completar o volume de 100 mb com acido acetico glacial. Armazenar a solupao sob protepao de luz. 

Procedimento analitico 15 

• Uma aliquota de 0,2 mb de amostra devera ser hemolisada com 1,3 mb de agua destilada e mantida em banho- 
maria a 37°C por 10 min 

• Incubar o hemolisado com 1,0 mb da solupao do substrato, tambem a 37°C; homogeneizar e manter em banho- 
maria a 37°C durante 60 min 


COOH 


HOOC 













Para parar a reagao, adicionar 1,0 mt da solugao de cloreto mercurico em TCA, homogeneizar, centrifugar 
durante 5 min a 1.000 g e filtrar 

• Tomar 1,0 ml do filtrado e adicionar 1,0 ml do reagente de Ehrlich, homogeneizar, aguardar 5 min e 

determinar a absorvancia no comprimento de onda de 555 nm. O branco e preparado de maneira similar as 

amostras, bastando adicionar a solugao de HgCl 2 em TCA antes da solugao de substrato, para precipitar as 
proteinas 

• Calculo e expressao da atividade enzimatica: uma unidade de atividade corresponde a 1 pMol de ALA 

consumido por minuto e por litro de eritrocitos a 37°C e em pH 6,4. Na amostra em exame, o numero de 

unidades por litro de eritrocitos sera: 

_ Absorvancia x 100 x 2 x 35 
Ht% x 60 x 0,062 

Em que 60 = tempo de incubagao; 35 = fator de diluigao da amostra; 2 = fator de conversao (2 ALA —> PBG); 
0,062 = coeficiente de extingao molar do PBG em (1 . cm)/pmol; Ht% = hematocrito da amostra. 

Interpretaqao anahtica 

Apesar da grande sensibilidade da ALA-D ao chumbo, a inibigao da enzima e expressiva apenas acima de 30 
pg/dt, de modo que o ensaio nao pode distinguir uma exposigao moderada de uma excessiva. Para o presente 
metodo, com base em 384 medigoes simultaneas em 142 trabalhadores expostos e 26 controles, foi proposta a 
seguinte equagao de regressao para associar a atividade da enzima aos niveis sanguineos de chumbo: 16 

Atividade de ALA-D (U/f) = io {ompb ~ s +16659) 


■ Determinant) do acido A-aminolevulinico na urina 

Amostragem 

Amostras de urina devem ser coletadas e armazenadas a -20°C com adigao de acido cloridrico ou acetico ate pH 
ligeiramente acido ate a analise. De acordo com a norma regulamentadora (NR-7), a amostragem pode ser realizada 
em qualquer dia e horario, desde que o trabalhador esteja em trabalho continuo nas ultimas 4 semanas, sem 
afastamento maior do que 4 dias, sendo necessario determinar a creatinina na urina para m inimiz ar a flutuagao 
produzida pela diurese em amostras isoladas. 

Analise por espectrofotometria 

Fundamento do metodo 

O ALA e condensado com uma molecula de acetoacetato de etila formando o ALA-pirrol, que e entao extraido e 
posto a reagir com o /?- dimetilaminobenzaldei do, formando o complexo colorido ALA-pirrol-/;- 
dimetilaminobenzaldeido quantificado por espectrofotometria visivel, em 553 nm (Figura 32.2). 

Reagentesesolugoes 

Acetato de etila 

• Acetoacetato de etila 

• Tampao acetato pH 4,6: dissolver 136 g de acetato de sodio tri-hidratado em 700 mt de agua destilada, 
adicionar 57 m£ de acido acetico glacial e completar para 1.000 mt com agua destilada 

• Reativo de Ehrlich modificado: dissolver 1 g de /;-dimetilaminobenzaldeido (PABA) em 30 mt de acido acetico 
glacial; adicionar 5 mt de acido perclorico 60%, 5 mt de agua destilada e completar o volume para 50 mt com 
acido acetico glacial 

• Solugao-estoque de acido A-aminolevulinico: dissolver 6,4 mg de cloridrato de acido A-aminolevulinico em 100 
mt de agua destilada para obter a concentragao de 50 mg/t de ALA. 


Equipamento 



Foi utilizado um espectrofotometro Perkin Elmer®, modelo Lambda Bio. 
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• Em tubo com tampa, tomar 1,0 mb de amostra; adicionar 1,0 mb de tampao acetato pH 4,6 e 0,2 mb de 
acetoacetato de etila; homogeneizar e submeter a banho-maria fervente por 10 min 

• Apos o resfriamento, adicionar 3 mb de acetato de etila e extrair por agitagao durante 1 min 

• Centrifugar a 700 g durante 3 min 

• Separar 1,0 mb da fase organica e adicionar 1,0 mb do reativo de Ehrlich; homogeneizar, aguardar 10 min e 
determinar os valores de absorvancia em 553 nm 

• Cada amostra deve ser acompanhada do respectivo branco de reagentes, preparado paralelamente, utilizando-se a 
propria amostra de urina e observando a nao adigao de acetoacetato de etila. Esse procedimento e fundamental, 
dado que a presenga de porfirinas e moleculas similares na urina pode produzir interferencia expressiva no 
resultado. 

• Preparar a curva de calibragao por adigoes de padrao de ALA em urina para obter concentragoes de: 0; 2,5; 5; 
10; 15 e 20 mg ALA por litro e analisa-las simultaneamente as amostras. O branco da curva e preparado com a 
urina enriquecida com as adigoes de padrao, porem sem o acetoacetato de etila. 



COOH 




ALA-pirrol 


p-dimetilamino 

benzaldeido 


ALA-pirrol-p-dimetilamino 

benzaldeido 


Figura 32.2 Formagao do complexo acido A-aminolevulinico- pirrol-p-dimetilaminobenzaldeido (ALA-PIRROL- 
dimetilaminobenzaldeldo). 


Analise por cromatografia liquida de alta eficiencia 
Fundamento do metodo 

O metodo de analise de acido A-aminolevulinico na urina (ALA-U) por cromatografia liquida de alta eficiencia 
(CLAE) baseia-se na analise de 2-metil-3-carbometoxi-4-(3-acido propionico) pirrol (ALA-pirrol) que e produzido 
pela condensagao do ALA com acetoacetato de metila (MAA) durante aquecimento. O MAA pode ser substituido 
por acetoacetato de etila. Compostos interferentes sao eliminados pela extragao em «-butanol. 








Reagentes e solutes 

Solugao de acido acetico 60% 

• Tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 6,8 

• Solugoes padrao de ALA preparadas em urina nas concentragoes de 2,5; 5; 10; 15 e 20 mg ALA/f em urina 

• M-butanol 

• Acetoacetato de metila 

• Acetonitrila grau HPLC. 

Equipamentos e acessorios 

• Bomba modelo Flexar Binary (Perkin Elmer®) 

• Detector de ultravioleta UV-VIS, operando no comprimento de onda de 260 nm 

• Coluna de fase reversa C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm, Perkin Elmer®), mantida em temperatura ambiente 
(aproximadamente 23°C) 

• Fase movel constituida por acetonitrila: 50 mm tampao fosfato pH 2,5 20:80 (v/v), em fluxo de 0,8 mf/min. 
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• Adicionar 0,2 mf de solugao de acido acetico 60% e 2 mf de «-butanol a uma aliquota de 1 mf de urina 

• Agitar a mistura vigorosamente em mixer durante 10 s e centrifugar a 1.000 g durante 5 min 

• Apos a separagao das duas fases, tomar 0,5 mf da fase aquosa em um tubo limpo e adicionar 0,5 mf de tampao 
fosfato de sodio 1 M (pH 6,8) e 0,1 mf de acetoacetado de metila 

• Aquecer o tubo a 100°C durante 10 min 

• Apos o resfriamento, injetar 10 pf da mistura contendo o ALA-pirrol no sistema CLAE 

• Realizar o mesmo procedimento com os padroes de ALA, branco (agua) e as amostras. 

CURVA DECALIBRA^AO 

Pesar 1 mg de ALA e dissolver em 50 mf de urina. As solugoes padrao devem ser preparadas nas concentragoes 
finais de 2,5; 5; 10 e 15 mg ALA/f em urina. Processar as amostras da curva de calibragao conforme o preparo das 
amostras e injetar a solugao final no sistema CLAE. 

Interpretagao analitica 

O acido A-aminolevulinico aumenta no sangue como consequencia da inibigao de ALA-D e e eliminado atraves 
da urina. O ALA-U sofre consideravel variagao durante o dia. O valor limiar de chumbo no sangue para aumento do 
ALA-U esta em torno de 40 pg/df e acima desta plumbemia, o ALA-U mostra relagao curvilinear com Pb-S. 1,3 A 
norma brasileira adota o ALA-U como indicador biologico para vigilancia de trabalhadores expostos ao chumbo e 
estabelece ate 4,5 mg/g creatinina como “valor de referenda da normalidade” e 10 mg/g creatinina como IBMP 
(indice biologico maximo permitido) e recomenda iniciar as avaliagoes biologicas no minimo 1 mes apos o inicio da 
exposigao. 

Outros metodos 

Na literatura, estao disponiveis outras altemativas analiticas para a quantificagao do chumbo no sangue e do ALA 
na urina, que podem ser interessantes para aplicagoes especificas. 

Para a determinagao do chumbo, ha uma variante na espectrofotometria de absorgao atomica com atomizagao em 
chama, de maior sensibilidade, obtida pela modificagao no sistema de introdugao da amostra e no queimador. Em 
vez da nebulizagao, utiliza-se um pequeno recipiente no qual a amostra e desidratada e, a seguir, colocada sobre a 
chama do queimador. A tecnica, inicialmente chamada sampling boat technique, tornou-se popular por possibilitar 
analise direta de amostras biologicas e ganhou a contribuigao de diversas modificagoes - dentre elas, a Delve’s cup 
ou copo de Delves, proposta especialmente para o chumbo no sangue. 

Ha ainda a alternativa do espectrometro de massa com fonte de plasma induzido (ICP-MS, inductively coupled 
plasma - mass spectrometry ), alternativa de altissima sensibilidade que, apesar dos custos operacionais e de 




implantagao, esta ganhando espago, especialmente em laboratories de pesquisa. 

Outra possibilidade e a utilizagao de um metodo eletroquimico, a voltametria de redissolugao anodica ( anodic 
stripping voltam metry), cuja sensibilidade e adequada a quantificagao do chumbo e de outros metais de interesse 
toxicologico em amostras biologicas. 

Embora incomum em nosso meio, e descrito um metodo para a determinagao de chumbo no sangue e na urina 
utilizando microextragao em fase solida (SPME) e analise por cromatografia em fase gasosa. 19 

Para a determinagao do ALA na urina, ha como alternativa instrumental a cromatografia em fase gasosa. No 
entanto, as tecnicas cromatograficas requerem extensos processos de derivatizagao, o que limita a sua aplicagao 
rotineira. 
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Introdu^ao 

Varias classes de substancias antimicrobianas tem sido utilizadas na produgao animal em todo o mundo. O 
cloranfenicol (CLF) (Figura 33.1), pertencente a classe dos anfenicois, foi isolado de culturas de Streptomyces 
venezuelae, e 2 anos mais tarde foi obtido por sintese em escala industrial. 1 Foi um dos primeiros farmacos 
antimicrobianos de largo espectro a ser rotineiramente empregado, e age principalmente como bacteriostatico, 
interferindo na sintese proteica de bacterias gram-positivas e gram-negativas. 2 '’ O CLF induz serios efeitos toxicos 
em humanos, atuando como um inibidor da sintese de proteinas e, assim, provocando supressao da medula ossea, 
causando anemia aplasica doenga rara, mas fatalmente irreversivel. 4 

Mesmo quando o CLF e administrado em baixas doses, podem restar residuos em tecidos e produtos oriundos de 
animais de produgao, tais como: carnes, leites, produtos de aquicultura, mel e ovos; e os consumidores desses 
alimentos podem ficar expostos a niveis de residuos potencialmente perigosos desse farmaco. 

Atualmente, o Brasil vein ocupando posigao de destaque na exportagao de commodities agropecuarias; por isso, a 
preocupagao com a qualidade destes produtos e de extrema importancia, visto que os residuos de CLF podem 
prejudicar a saude humana. Esses residuos podem ainda afetar negativamente a exportagao de produtos brasileiros. 
Embora a presenga de CLF em alimentos tenha sido objeto de interesse e preocupagao por parte de paises 
importadores de alimentos, como EUA, paises-membros da Uniao Europeia 6 e Canada, 6 cabe mencionar que na 
literatura cientifica ha poucos dados disponiveis sobre a presenga desses residuos em matrizes alimentares, como 
carnes, ovos e produtos de aquicultura. Parte disso se deve ao fato de que, ate recentemente, os limites de detecgao 
(LD) ou de quantificagao (LQ) dos metodos analiticos utilizados na maioria dos paises eram muito elevados para 
possibilitar a quantificagao de niveis-trago de CLF em alimentos. No entanto, em particular, produtos de aquicultura 
(incluindo peixes e camarao) originarios da China e Vietna foram verificados estar contaminados com CLF. ' Os 
estudos realizados no Brasil nao tem verificado a presenga de CLF em alimentos. 1011 
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Figura 33.1 Estrutura quimica do cloranfenicol (CLF). 

Disposi^ao no organismo 

O CLF e absorvido rapida e completamente apos administragao oral, com maxima concentragao sanguinea 
alcangada no intervalo de 1 a 5 h apos a administragao. Sua ligagao as proteinas plasmaticas varia entre baixa e 
moderada, sendo o CLF distribuido para todos os orgaos e tecidos de forma ampla, mas nao uniforme, com 
capacidade de atravessar a placenta. A principal rota de biotransformagao e a hepatica, sendo formados varios 
produtos de biotransformagao dos quais o metabolito CLF-glicuronidio e um dos principals. Outros produtos de 
biotransformagao identificados em animais de experimentagao e/ou humanos incluem: CLF-acido oxamico, CLF- 
base e CLF-alcool, CLF-arilamina, CLF-acetilarilamina, CLF-oxamiletanolamina e CLF-aldeido. CLF-nitroso foi 
identificado em amostras de medula ossea. A principal rota de excregao e a urinaria (acima de 90% da quantidade 
administrada, dos quais 5 a 15% sao excretados na forma nao alterada, e o restante na forma de produtos de 
biotransformagao)." 1213 Administragao oral prolongada de doses terapeuticas de CLF pode induzir hemorragia, 
diminuigao ou inibigao da sintese de vitamina K pela medula ossea, assim como redugao da flora intestinal que 
produz vitamina K. 14 A “sindrome do bebe cinzento” pode ocorrer em recem-nascidos e prematuros. Visto que o 
CLF atravessa a placenta e e excretado pelo leite, seu uso deve ser evitado em gestantes e lactantes. A falta da 
glicuroniltransferase na fase II da biotransformagao hepatica, devido a imaturidade hepatica, associada a deficiente 
excregao renal do CLF nao conjugado, faz com que a molecula se acumule no sangue e deposite nos tecidos do 
recem-nascido, deixando-o com aspecto cinzento. 1 " Em doses elevadas, a sindrome pode se manifestar, embora 
raramente, em criangas mais velhas, assim como em casos de superdosagens em adultos. E caracterizada por 
dilatagao abdominal, vomito, coloragao cinzenta, hipotennia, cianose palida progressiva, respiragao irregular e 
colapso seguido de morte em poucas horas ou dias. Anemia hemolitica tern ocorrido em alguns pacientes com 
deficiencia genetica da atividade da glicose-6-fosfato deidrogenase. 14 Os estudos de teratogenicidade do CLF em 
ratos e coelhos nao indicaram efeitos teratogenicos, mas causaram uma alta incidencia de mortes fetais nos niveis 
mais baixos de doses testadas. 12 Os principals efeitos adversos de CLF em humanos sao a sua habilidade em 
induzir supressao da medula ossea (sendo este efeito reversivel e dose-relacionado) e anemia aplasica (a qual 
geralmente e irreversivel, nao sendo considerada dose-relacionada). A anemia aplasica se desenvolve apos um 
periodo de latencia e considera-se que as pessoas afetadas tenham alguma predisposigao genetica. A taxa de 
fatalidade e maior quando a aplasia da medula ossea esta completa, sendo que aqueles que se recuperam apresentam 
risco maior de ter leucemia aguda.Na avaliagao realizada pela Agenda Internacional para Pesquisas sobre o 
Cancer (IARC), o CLF foi classificado no grupo 2A, o que significa que ele e “provavelmente carcinogenico para 
humanos”. Esta categoria e usada quando ha evidencia limitada de carcinogenicidade em humanos e evidencias 
suficientes de carcinogenicidade em animais de experimentagao. 1,1 Na avaliagao feita pelo Comite FAO/OMS de 
Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), o Comite notou que a anemia aplasica induzida pelo CLF pode ser fatal, 
sendo uma resposta idiossincratica rara em humanos, que podera ter um componente imunologico e para a qual nao 







foi possivel estabelecer uma relagao dose-resposta, ou dose limiar. Portanto, um modelo animal nao pode ser 
estabelecido. Consequentemente, o JECFA concluiu nao ser apropriado estabelecer um valor de ingestao diaria 
aceitavel (IDA) para o CLF e, assim, valores de limites maximos de residuos (LMR) tambem nao foram 
estabelecidos. 5 O Brasil proibe o uso de CLF em animais produtores de alimentos destinados ao consumo 
humano. 17 

Finalidadeda analise 

Dado o risco que a presenga de residuos de CLF em alimentos pode significar a saude humana, como tambem as 
barreiras comerciais que podem ser estabelecidas nos produtos brasileiros de exportagao como consequencia desses 
residuos, neste capitulo, apresenta-se um metodo analitico para a determinagao de CLF em diferentes matrizes 
alimentares (carnes de boi, porco e de frango, peixes, camarao e ovos). Tal metodo atende os parametros e criterios 
de aceitagao de desempenlio de um procedimento analitico, estabelecidos pela Comissao Europeia, 1 e o Ministerio 
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. 11 Visto que o limite rninimo de desempenho requerido (LMDR) 
estabelecido para o CLF e de 0,30 ng/g, 2 " metodos analiticos destinados para a determinagao desses residuos em 
matrizes alimentares devem apresentar elevada seletividade e detectabilidade. Assim, cromatografia liquida com 
detecgao por espectrometria de massas em tandem (CL-EM/EM) tern sido aplicada a esta finalidade por apresentar 
alta detectabilidade, boa resposta a um grande numero de classes de compostos e elevada seletividade, o que e 
essencial para analise de matrizes complexas. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

Neste capitulo e apresentado um metodo analitico desenvolvido utilizando a tecnica de cromatografia liquida 
acoplada com detector por espectrometria de massas em tandem, com eletronebulizagao ( electrospray ) em modo 
negativo como fonte de ionizagao (CL-ESI-EM/EM), voltada para quantificagao de CLF em diversas matrizes 
alimentares (carnes de boi, porco e de frango, ovo, peixe e camarao). Espectrometria de massas em tandem com 
utilizagao de detector triplo quadrupolo (QqQ) e o metodo de detecgao mais indicado para a determinagao de 
analitos em niveis-trago, em matrizes complexas. Na tecnica CL-ESI-EM/EM, quando utilizada em modo MRM 
(monitoramento de reagoes multiplas), os analisadores de massa Q1 e Q3 tornam possivel selecionar os ions 
precursor e produto, respectivamente, e definir uma transigao de m/z especifica. Neste modo, o segundo quadrupolo 
(Q2) funciona como uma cela de colisao, em que os ions precursores selecionados de acordo com as razoes m/z em 
Q1 sao fragmentados por dissociagao induzida por colisao (CID), apos colisoes com um gas inerte sob uma energia 
especifica (o esquema deste sistema pode ser visualizado no site http://www.broadinstitute.org/scientific- 
community/science/platforms/proteomics/mrm-multiple-reaction-monitoring). Assim, o emprego da tecnica CL¬ 
EM/EM fomece informagoes referentes a retengao do composto na coluna, as transigoes monitoradas e sinal 
proporcional a concentragao do analito, que possibilitam atingir niveis de confiabilidade e detectabilidade de acordo 
com o LMDR estabelecido, que, no caso do CLF, e de 0,30 ng/g. 2n Para o prepare das amostras a serem analisadas, 
basicamente tres etapas foram estabelecidas: preparagao do extrato primario da amostra; purificagao do extrato 
primario e detecgao e quantificagao dos residuos de CLF. O metodo analitico e validado com base na Decisao n° 
2002/657/CE da Comissao Europeia, 1 e conforme o Manual de Garantia da Qualidade Analitica e Guia de 
Validagao e Controle de Qualidade Analitica fornecidos pelo Ministerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 
(MAPA). 19 ’ 21 

■ Amostragem 

Amostras das diferentes matrizes (carnes de boi, porco e de frango, peixes, camarao e ovos) poderao ser 
adquiridas (escolhidas ao acaso) no comercio. As amostras podem ser congeladas a-18°C por um periodo de ate 1 
mes. 




■ Reagentes e solucoes 

• Solugao padrao-estoque de CLF: preparar uma solugao de concentragao 500 ng.mf 1 a partir da dissolugao de 
quantidade apropriada de padrao de CLF em metanol 

• Solugao padrao-estoque de FLF: preparar uma solugao de concentragao 10 pg.mf 1 a partir da dissolugao de 
quantidade apropriada de padrao de FLF em metanol 

• Solugao padrao de trabalho de CLF: a partir da solugaoestoque de CLF, preparar solugoes padrao de trabalho 
nas concentragoes de 5,0 ng.mf 1 e 50 ng.mf 1 em metanol 

• Solugao padrao de trabalho de FLF: a partir da solugaoestoque de FLF, preparar solugoes padrao de trabalho nas 
concentragoes de 50 ng.ml 1 em metanol 

• Solugao salina tamponada para extragao (SSL): preparar a solugao salina tamponada com fosfato a partir da 
dissolugao de 8,0 g de NaCl, 0,20 g de KC1, 1,15 g de Na 2 HP0 4 .7H 2 0, 0,215 g de Na 2 HP0 4 e 0,20 g de 
K 2 HP0 4 em agua Milli-Q®. Ajustar o pH entre 7,2 a 7,4 adicionando solugao de HC1 1 mol.f Completar o 
volume para 1.000 ml com agua Milli-Q®. 

Os solventes organicos utilizados, metanol e acetato de etila, devem ser de grau HPLC e os padroes analiticos de 
CLF e florfenicol (FLF) (utilizado como padrao interno) devem apresentar teor de pureza maior que 99%. Os 
demais reagentes utilizados como cloreto de sodio (NaCl), fosfato de sodio dibasico (Na 2 HP0 4) , cloreto de potassio 
(KC1), fosfato de potassio dibasico (K 2 HP0 4 ), fosfato de sodio dibasico hepta-hidratado (Na 2 HP0 4 .7H 2 0) e acido 
cloridrico (HC1) devem ter grau analitico. Todas as solugoes deverao ser preparadas utilizando agua deionizada ou 
purificada em sistema Milli-Q® (Millipore). 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia (CLAE) com bomba quaternaria Agilent,® modelo 1100 

• Espectrometro de massas triplo quadrupolo Absciex®, modelo API 4000 com fonte de ionizagao por 
eletronebulizagao (ESI) 

• Amostrador automatico (CTC HTS PAL) 

• Coluna cromatografica de fase reversa C18 (100 mm x 2,1 mm x 4 pm), Jones Chromatography, marca Grace 
Vydac® 

• Pre-coluna C18 (10 mm x 4 mm x 4 pm), Genesis, marca Grace Vydac®. 

Outros equipamentos e/ou materiais utilizados: 

Processador de alimentos marca Mallory®, modelo Triter 

• Tubo de polipropileno tipo Falcon de 15 ml 

• Banho ultrassonico marca Branson® 

• Centrifuga 

• Vortex 

• Concentrador de amostra com fluxo de N 2 , marca Techne® 

• Sistema de ultrapurificagao de agua (Milli-Q®). 

■ Procedimento analitico 

Parametros do cromatografo a liquido 

• Fase movel: a fase movel deve ser composta de agua (A) e metanol (B) e a eluigao em modo gradiente, 
conforme descrito a seguir: 

0 0,0 a 1,0 min; A: B (50:50 v/v) 

0 1,0 a 1,5 min; A: B (20:80 v/v) 

° 1,5 a 4,0 min; A:B (20:80 v/v) 

° 4,0 a 6,0 min; A: B (50:50 v/v) 

• Fluxo de fase movel: 0,45 pf .min -1 



• Temperatura da coluna: temperatura ambiente 

• Volume de injegao: 20 p£. 

Parametros do espectrometro de massas 

• Fonte de ionizagao: ESI operando em modo negativo 

• Temperatura da fonte de ionizagao: 450°C 

• Voltagem do capilar: 4,5 kV 

• Dw’ell time'. 400 ms 

Gas de colisao: Nitrogenio (N 2 ) 

• Modo de monitoramento: MRM (monitoramento de reagoes multiplas) 

• Transigoes monitoradas: 

0 Cloranfenicol: m/z 321/152 (quantificador); m/z 321/257 (qualificador) 

0 Florfenicol: m/z 356/185 (quantificador). 

Preparo das amostras 

• Homogeneizar separadamente 100 g de cada matriz (musculos de boi, porco e de frango, ovo, peixe e camarao) 
em processador de alimentos 

• Apos homogeneizagao, pesar exatamente 1,0 g de cada amostra em tubo tipo Falcon de 15 m£ 

• Adicionar em cada tubo solugao padrao de FLF (padrao interno) em concentragao de 2 ng.g 1 e 4,0 m l de 
solugao SST 

• Deixar em ultrassom por 15 min e, na sequencia, centrifugar a 3.000 g por 10 min em temperatura ambiente, 

com excegao das amostras de ovos, que devem ser centrifugadas a 12.000 g por 5 min em microcentrifuga 

• Transferir o sobrenadante para outro tubo e adicionar 4,5 m£ de acetato de etila 

• Submeter a mistura a vortex por 1 min, centrifugando na sequencia a 3.000 g em temperatura ambiente 

• Transferir a fase organica para tubos de vidro, levar ao concentrador de amostras a 45°C sob fluxo de 

nitrogenio ate total evaporagao 

• Ressuspender o residuo em 300 pt de metanokagua (50:50 v/v) e agitar em vortex por 20 s 

• Transferir as amostras para frasco e proceder com as injegoes no sistema CL-ESI-EM/EM. 

As amostras devem ser submetidas a extragao imediatamente apos sua homogeneizagao, a fim de evitar perda do 
analito devido a interagao deste com enzimas endogenas, conforme relatado na literatura. 22 

■ Parametros de valida^ao 

O metodo deve ser validado a partir da analise dos seguintes criterios de desempenho: linearidade, faixa linear, 
sensibilidade, seletividade, precisao (intradia e interdia), exatidao, limite de decisao (CCa) e capacidade de detecgao 
(CCP), de acordo com a Decisao n° 2002/657/CE da Comissao Europeia, l: e o Manual de Garantia da Qualidade 
Analitica da Secretaria de Defesa Agropecuaria do MAPA, 14 que definem os criterios de desempenho para as 
determinagoes de residuos de farmacos veterinarios em alimentos. O MAPA recomenda, ainda, a determinagao dos 
limites de detecgao (LD) e de quantificagao (LQ) do metodo. 21 

A linearidade e a sensibilidade podem ser determinadas por meio da curva analitica obtida pela fortificagao com 
CLF de amostras em branco de cada matriz nos niveis de concentragao de 0,10; 0,15; 0,20; 0,30; 0,50; 1,0; 2,0 e 
5,0 ng.g -1 . Uma quantidade fixa do padrao interno (2,0 ng.g -1 ) e adicionada em todas as amostras, e as analises 
devem ser realizadas em duplicata. A linearidade e a sensibilidade sao expressas como o coeficiente de correlagao 
(r) e a inclinagao da curva analitica (slope), respectivamente. O metodo pode ser avaliado pela ausencia de sinal do 
CLF nas amostras em branco de cada matriz (n = 20), quando comparadas com a respectiva matriz fortificada com 
CLF em concentragao de 0,1 ng.g -1 . O padrao interno FLF tambem deve ser adicionado (2,0 ng.g -1 ). Na Figura 
33.2, sao apresentados cromatogramas MRM obtidos para amostras em branco e fortificadas com 0,1 ng.g -1 de 
CLF. O LD e o LQ podem ser experimentalmente estabelecidos pela relagao sinal-ruido de 3:1 e 10:1, 
respectivamente. Para avaliar a eficiencia da extragao e efeito matriz, seis amostras em branco de cada matriz devem 
ser enriquecidas com CLF em tres niveis de concentragao de 0,10; 0,15 ou 0,20 ng.g -1 , em um total de 18 



amostras. Estas serao analisadas de acordo com o procedimento analitico estabelecido. Um segundo conjunto de 18 
amostras deve ser preparado fortificando diretamente o extrato obtido a partir de amostras em branco nas mesmas 
concentragoes, totalizando tambem 18 amostras. Uma curva analltica de CLF em solvente (metanol-agua 50:50 v/v) 
deve ser preparada. Para avaliar a eficiencia da extragao, a relagao entre a media das amostras fortificadas antes e 
depois da extragao de amostras fortificadas deve ser determinada para cada nivel de concentragao. O efeito de 
matriz deve ser avaliado pela relagao entre a media de CLF das amostras fortificadas apos a extragao em 
comparagao com a curva preparada em solvente. A exatidao pode ser avaliada pelo teste de recuperagao; esta e 
determinada por adigao de quantidades conhecidas de CLF em amostras em branco de cada matriz e calculada pela 
relagao entre o teor de CLF encontrado nas amostras fortificadas (niveis de concentragao de 0,10; 0,15 e 0,20 ng.g 
') e a concentragao nominal. Aprecisao intradia, expressa como o desvio padrao relativo de medigoes das areas dos 
sinais analiticos, pode ser determinada a partir de um grupo de seis amostras em branco, que devem ser fortificadas 
com solugao de CLF nas concentragoes de 0,10; 0,15 e 0,20 ng.g -1 , em um total de 18 amostras. A precisao 
interdia deve ser determinada da mesma maneira que a intradia, mas em 3 dias diferentes por analistas distintos. 
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Figura 33.2 Cromatogramas MRM obtidos para amostras de came de boi, peixe e ovo, matrizes brancas e 
fortificadas com 0,1 ng.g -1 de cloranfenicol. Transigoes monitoradas para cloranfenicol: m/z 321/152 (quantificador) 
e m/z 321/257 (qualificador). LQ: limite de quantificagao. 


Limite de decisao (CCa) e capacidade de deteegao (CCp) sao parametros definidos na Decisao 2002/657/CE 18 
que medem o desempenho do procedimento analitico, levando em consideragao a incerteza da medigao no nivel de 
concentragao no qual se toma alguma decisao - o chamado nivel de interesse. 19 Conforme a Decisao 
2002/657/CE, 18 para substancias banidas, a definigao de LD e equivalente a de limite de decisao (CCa). Assim, no 
caso do CLF, CCa (a = 1%) pode ser calculado conforme: CCa = LD (sendo esta a abordagem recomendada pelo 
MAPA). |g O CCP (P = 5%) podera ser calculado a partir dos resultados da analise de, pelo menos, 20 matrizes 
brancas fortificadas na concentragao do LMDR ou inferior (p. ex., o CCa), por tipo de matriz analisada no escopo 
do procedimento validado. Dessa maneira, calcula-se: 







































ccp = CCa + 1,64 x S LMDR 

Em que ,S LMr)R e o desvio padrao de uma serie de, pelo menos, 20 analises realizadas em matrizes brancas 
fortificadas na concentragao do LMDR, por tipo de matriz analisada no escopo do procedimento validado em 
condigoes de precisao interdia. No caso de substancias banidas, CCa e CCp devem ser inferiores ao LMDR para 
atender os criterios de aceitagao daqueles de desempenho analitico. 19 

Os resultados referentes aos parametros analiticos de validagao avaliados para o metodo apresentado neste 
capitulo, de Siqueira et al. (2009), 10 atendem os criterios preconizados na Decisao 2002/657/EC, 18 assim como pelo 
MAPA, 19 ' 21 e sao apresentados no Quadro 33.1. 

■ Consideratjoes sobre o metodo 

O metodo apresentado neste capitulo mostrou-se versatil, uma vez que contempla a determinagao de residuos de 
CLF em distintas matrizes alimentares, utilizando o mesmo procedimento analitico. O metodo e adequado para o 
seu proposito, tendo seu LQ (0,1 ng.g" 1 ) (e os valores de CCa e CCP) ficado abaixo do LMDR de 0,3 ng.g' 1 
estabelecido pela Comissao Europeia 20 para esse farmaco. As suas vantagens, em comparagao com metodos 
descritos na literatura, incluem o fato de nao requerer derivatizagao do CLF nem precisar de etapa de limpeza 
utilizando extragao em fase solida (SPE), assim como curto periodo de tempo para realizar a analise, sendo 
eficiente nas operagoes de controle de qualidade de rotina, e permitindo a injegao de muitas amostras sem 
contaminagao excessiva do espectrometro de massa, nem perda de desempenho da coluna de separagao 
cromatografica. 

■ Interpreta^ao analitica 

De acordo com o Comite do Codex Alimentarius sobre residuos de medicamentos veterinarios em alimentos 
(CCRVDF), o CLF e considerado uma substancia de uso proibido, pois os dados disponiveis sugerem que seu uso 
em animais produtores de alimentos nao costuma ser seguro. 2 ’ Conforme o Comite para produtos veterinarios 
medicinais da Agenda Europeia para avaliagao de produtos medicinais (EMEA), o CLF esta incluido na lista de 
substancias para as quais nao pode ser estabelecido valor de LMR por representarem perigo a saude publica. 12 A 
US FDA (US Food and Drug Administration) nao aprova o uso do CLF em animais de produgao; na Gra-Bretanha, 
a recomendagao veterinaria para o CLF tern se restringido ao uso oftalmico e ao tratamento sistemico de grandes e 
pequenos animais, uma vez que estudos laboratoriais e clinicos mostraram nao existir outro antibiotico que pudesse 
ser efetivo. Na Australia, nao sao permitidos residuos de CLF nos alimentos, sendo, entao, proibido qualquer tipo 
de administragao nos animais de produgao. No Brasil, o MAPA proibiu a utilizagao do CLF na pratica veterinaria, 
ao considerar que a presenga de residuos na carne, leite e ovos, oriundos de animais tratados, pode constituir risco a 
saude publica. 17 ' 24 

Em 1994, a Comissao Europeia baniu o CLF para uso veterinario em todos os animais produtores de 
alimentos, 25 e conforme a Decisao 2002/657/EC 18 pela qual implementa a Diretiva n° 96/23/EC (relativa ao 
desempenho de metodos analiticos e a interpretagao de resultados), estabeleceu o LMDR de 0,30 ng.g -1 para 
residuos de CLF em carnes, ovos, leite, produtos de aquicultura e mel. LMDR representa a minima quantidade 
do(s) analito(s) na amostra que deve ser detectavel e passivel de confirmagao. 1 O LMDR e a referencia que os 
laboratories devem utilizar para os analitos banidos ou proibidos (como e o caso do CLF), e tern o objetivo de 
padronizar o desempenho analitico minimo requerido do procedimento analitico cuja substancia, sob analise, nao 
tern limite permitido definido. Nesses casos, CCa e CCp devem ser menores que o LMDR. Paschoal et al. 
(2008) publicaram uma revisao do delineamento e a discussao das etapas envolvidas no procedimento de validagao 
de metodos bioanaliticos para determinagao de residuos de farmacos veterinarios em alimentos, elucidando as 
principals diferengas dos guias criados pelos principals orgaos reguladores de procedimentos analiticos de 
validagao. 2 ' 1 

O metodo apresentado neste capitulo mostrou-se versatil, uma vez que contempla a determinagao de residuos de 
CLF em distintas matrizes alimentares, utilizando o mesmo procedimento analitico. O metodo e adequado para o 
seu proposito, tendo seu LQ (0,1 ng.g -1 ) (e os valores de CCa e CCp) ficado abaixo do LMDR de 0,3 ng.g -1 
estabelecido pela Comissao Europeia 20 para esse farmaco. As suas vantagens, em comparagao com metodos 


descritos na literatura, incluem o fato de nao requerer derivatizagao do CLF nem precisar de etapa de limpeza 
utilizando extragao em fase solida (SPE), assim como curto periodo de tempo para realizar a analise, sendo 
eficiente nas operagoes de controle de qualidade de rotina, e permitindo a injegao de muitas amostras sem 
contaminagao excessiva do espectrometro de massa, nem perda de desempenho da coluna de separagao 
cromatografica. 

Outros metodos 

Diversos metodos analiticos tern sido relatados para a determinagao de CLF em diversas matrizes alimentares; 
dentre os mais empregados, estao os que utilizam extragao liquido-liquido, limpeza do extrato por extragao em fase 
solida (SPE), seguida de derivatizagao para formal - compostos volateis, e detecgao por cromatografia gasosa com 
detector de captura de eletrons (CG-DCE) no preparo da amostra. 2 28 Cromatografia gasosa com detecgao por 
espectrometria de massa (CG-EM) tambem tern sido relatada em varias publicagoes, 29,30 assim como cromatografia 
liquida (CL) com detecgao de UV. 1 ' Em geral, as desvantagens dessas metodologias sao: emprego de solventes e/ou 
regentes toxicos, consumo elevado de solventes, baixa seletividade no uso de detectores por UV e DCE e baixa 
frequencia de analise. 


Quadro 33.1 Parametros de validagao do metodo de analise de residuo de doranfenicol em diversas matrizes alimentares por meio da tecnica de 
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial com eletronebulizagao. 

Parametros de 

validagao 

Matrizes 

Boi 

Porco 

Frango 

Ovo 

Peixe 

Camarao 

LD ng.g 1 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

LQ ng.g 1 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

0,1 

CCa ng.g 1 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

CC(3 ng.g 1 

0,11 

0,09 

0,10 

0,10 

0,12 

0,12 

Linearidade 

Faixa de 

linearidade (ng.g -1 ) 

0,10 a 5,0 

0,10 a 5,0 

0,10 a 5,0 

0,10 a 5,0 

0,10 a 5,0 

0,10 a 5,0 

Coeficiente de 

correlagao 

0,9934 

0,9966 

0,9949 

0,9943 

0,9912 

0,9932 

Sensibilidade (a) 

0,604 

0,648 

0,609 

0,532 

0,499 

0,491 

Exatidao (0,10 ng.g 

_1 ) (n = 20) 






Exatidao (%) 

92 

100 

95 

112 

122 

114 

RSD (%) 

4,8 

3,7 

4,2 

4,5 

5,6 

5,5 

Efidenda de extragao (%) 

0,10 ng.g 1 (n = 

18) 

54,1 

65,7 

69,0 

65,6 

96,0 

62,2 



0,15 ng.g 1 2 3 4 (n = 

18) 

55,3 

56,7 

61,2 

68,0 

96,1 

65,7 

0,20 ng.g 1 (n = 

18) 

64,6 

51,2 

58,9 

63,6 

100,3 

64,9 

Efeito matriz (%) 

0,10 ng.g 1 (n = 

18) 

22,5 

a 0,4 

18,2 

12,9 

3,5 

4,8 

0,15 ng.g 1 (n = 

18) 

6,4 

0,1 

32,4 

16,4 

1,1 

a 10,4 

0,20 ng.g 1 (n = 

18) 

15,7 

0,4 

16,8 

0,5 

a 4,5 

0,1 

Predsao intradia (RSD%) 

0,10 ng.g 1 (n = 

18) 

4,8 

8,8 

11,0 

18 

5,9 

5,0 

0,15 ng.g 1 (n = 

18) 

4,6 

9,1 

5,3 

1,4 

4,6 

3,4 

0,20 ng.g 1 (n = 

18) 

4,5 

13,8 

6,3 

1,6 

2,1 

4,7 

Predsao interdia (RSD%) 

0,10 ng.g 1 (n = 

36) 

6,9 

8,2 

11,0 

6,9 

7,2 

12,0 

0,15 ng.g 1 (n = 

36) 

5,9 

11,0 

14,0 

7,6 

6,5 

14,0 

0,20 ng.g 1 (n = 

36) 

7,2 

13,0 

10,0 

5,6 

9,7 

9,8 


LD: limite de detecqao; LQ: limite de quantificaqao; CCa: limite de decisao; CCP: capacidade de detecqao; RSD: do ingles, relative standard 
deviation. 


Kits para a determinate) de CLF por ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Veratox e Ridascreen®) estao 
disponiveis no mercado ; 32,33 no entanto, nao tem sido publicados resultados obtidos utilizando esses kits. 
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Cocaina | Analise de Cocafna, Benzoilecgonina e 
Ester Metilanidroecgonina em Urina por 
Cromatografia Gasosa com Detector de loniza^ao em 
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Introdu^ao 

As formas mais comuns de autoadministragao da cocaina (COC) sao: intranasal (aspiragao nasal), intravenosa do 
sal de cocaina (em geral, o cloridrato podendo tambem ser o sulfato) e pulmonar, pelo fato de fumar a base livre, 
cuja forma de droga de rua e conhecida como crack ou pedra. 1 

O crack apresenta-se na forma de pedras nao friaveis, e originalmente esse terrno era utilizado para designar a 
droga preparada pelo aquecimento da solugao aquosa do cloridrato de cocaina (COC.HC1) com substancia basica 
(bicarbonato de sodio, hidroxido de sodio etc.)- No Brasil, refere-se a todas as preparagoes passiveis de serem 
fumadas. Assim, a denominagao crack refere-se nao somente a base livre obtida a partir do sal de cocaina, mas 
tambem ao produto obtido na primeira extragao das folhas de coca, chamado pasta base de cocaina, no Brasil, e de 
pasta basica de cocaina, PBC, PBC bruta ou pasta de coca, no Peru e na Bolivia. Esse primeiro produto de 
extragao das folhas, quando dissolvido com acido sulfurico e tratado com uma solugao oxidante (p. ex., o 
permanganate de potassio), e convertido a chamada cocaina base no Brasil. No Peru e na Bolivia, chama-se base 
de coca, PBC lavada, pasta lavada, ou pasta oxidada; esta forma e mais refinada devido a eliminagao de alcaloides 
indesejaveis, como a cinamoilcocama, apresenta aspecto menos friavel, coloragao mais clara e e comercializada 
ilegalmente por um prego maior do que a pasta basica de cocaina. 

O termo oxi e oxidado foi divulgado pela midia brasileira para designar uma “nova” cocaina fumada que seria 
ainda mais devastadora que o crack, no entanto, foi demonstrado que tal droga nada tinlia de diferente daquelas 
originalmente comercializadas como crack. Este fato ilustra como a dinamica do uso e do comercio ilicito dificulta 
a classificagao das drogas de abuso, dando origem a informagoes irreais e alarmantes a saude publica. 

Alem de oxi, ja foi utilizado o termo merla para designar a cocaina na forma basica com maior teor de impurezas; 
no entanto, todos esses “nomes de rua” nao sao fundamentados em estudos de caracterizagao quimica, e a unica 
descrigao correta e a que se refere a cocaina utilizada por via inalatoria. 

A cocaina, tanto na forma de sal (ester) como na basica, e frequentemente adulterada com varias substancias, 
compondo-se assim a “droga de rua”. Dentre os adulterantes mais comuns estao os anestesicos locais (benzocaina, 
procaina, tetracaina, bupivacaina, etidocaina, lidocaina, mepivacaina, dibucaina, prilocaina), estimulantes (cafeina, 
teofilina, ergotamina, estricnina, efedrina, fenilpropanolamina, metilfenidato e anfetamina) e piracetam; quanto aos 
diluentes, citam-se a glicose, lactose, sacarose, manitol, amido, talco, carbonates, sulfatos e acido borico. 




Resultados obtidos em analises de amostras apreendidas na regiao metropolitana de Sao Paulo em 1997 indicaram, 
em 70% destas, teores de 20 a 55% de cocalna no po, nao havendo ocorrencia de amostra com porcentagem acima 
de 70. 2 

O crack apresenta-se como pequenas pedras de cor branca, branco-amarelada, amarelo-escura, amarelo-clara ou 
marrom, podendo ter aspecto friavel, oleoso e varios adulterantes, dependendo de seu processo de obtengao. No 
caso da pasta base de cocalna, e esperado maior teor de reslduos por se tratar do produto resultante da primeira 
extragao das folhas. Estudos recentes demonstram alto teor de pureza (em torno de 70%) e aspecto semelhante ao 
esperado para pasta base de cocaina e cocaina base (forma basica oxidada). : 

A influencia do trafico para o consumo de crack se reflete no menor prego praticado para amostras individuals e 
disponibilidade no mercado, assim como na maior capacidade de causar dependencia, outras morbidades e situagoes 
de violencia, com um consequente desdobramento em termos de saude e seguranga publica. 


Disposigao no organismo 


A COC e suscetivel a biotransformagao muito extensa (Figura 34.1); a hidrolise das ligagoes esteres ocorre 
espontanea e enzimaticamente. O farmaco e biotransformado a benzoilecgonina (BEC) e ester metilecgonina 
(EME); ha tambem a formagao de pequenas quantidades de norcocaina (NORCOC) e norbenzoilecgonina 
(NORBEC). 6 
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Figura 34.1 Produtos de biotransformagao, pirolise e transesterificagao da cocaina. 


Os principals metabolites encontrados na urina em caso de uso de COC sao BEC e EME. 7 As concentragoes 
urinarias de BEC sao maiores em relagao a COC devido a sua hidrolise quhnica em pH alcalino. 8,9 A relativa baixa 
estabilidade da COC em urina indica que a BEC e o melhor marcador para identificagao de uso de COC, 














independentemente da via de admin istragao. 

Quando o crack e fumado, forma-se o ester metilanidroecgonina (EMA) como produto de combustao da COC; 
no organismo, o EMA e convertido a anidroecgonina (AE). Essas substancias possibilitam diferenciar a forma de 
uso da cocaina; no caso, evidenciando o uso de crack. O EMA pode ser usado como indicador para detecgao de uso 
recente de crack empregando-se a urina como matriz. Esse indicador e convertido no organismo a anidroecgonina 
por hidrolise enzimatica pela via das butirilcolinesterases, e ainda pode haver conversao nao enzimatica. 10,15 

O EMA tambem pode ser produzido como artefato durante a analise por cromatografia a gas a partir da COC e 
seus metabolites, devido a alta temperatura do injetor necessaria a vaporizagao; em geral, isso ocorre quando a 
concentragao do analito excede 3.000 ng/m£. 8,10,12,13,16,17 

Para minimizar a formagao desse artefato, o liner de injegao deve estar limpo e o injetor deve ser operado na 
forma splitless . 18 ' 19 

Apesar de o EMA ser formado como artefato, e possivel estabelecer a quantidade de COC pirolisada por meio do 
perfil de degradagao da COC; para tanto, e necessario fazer um estudo de degradagao termica, em que se adicionam 
quantidades conliecidas de COC e calcula-se a quantidade de EMA produzida. Os valores obtidos podem ser 
subtraidos daqueles obtidos nas analises das amostras autenticas, desde que as concentragoes de COC nestas 
estejam dentro dos valores empregados no estudo. 20 

Finalidadeda analise 

As analises para verificagao da presenga de cocaina e/ou de seus produtos de biotransformagao (benzoilecgonina 
e do ester metilanidroecgonina) objetivam a caracterizagao da exposigao recente ao crack/ cocaina, e a presenga do 
EMA evidencia a o uso de crack. 

Assim, essas analises tanto podem ter finalidade forense (o que geralmente ocorre) como tambem embasar, por 
exemplo, o estabelecimento de diagnostico de uma situagao em Saude Publica. 

A finalidade forense aqui referida expressa nao apenas a elucidagao de diagnostico para fins medico-legais em 
material biologico ou analise em material in natura ou, ainda, em dispositivos relacionados com o uso (analise de 
residuos), envolvidos em ocorrencias policiais, como tambem outras situagoes em que cabem condutas legais que 
nao aquelas previstas no Codigo de Processo Penal. Sao exemplos: a verificagao de analise de mudanga de 
desempenho pelo uso de substancias que alteram estado de consciencia ou comprometem o desempenho humano 
(incluindo o controle de dopagem) ou a testagem “forense” de drogas na urina no ambiente de trabalho. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

O metodo fundamenta-se na extragao dos analitos, EMA, BEC e COC, por meio da tecnica de extragao em fase 
solida, seguida de derivagao da BEC com anidrido pentafluoropropionico e pentafluoropropanol. 

A separagao e a identificagao dos analitos sao realizadas por cromatografia gasosa com detector de ionizagao em 
chama (CG-DIC). 

■ Amostragem 

A urina representa a matriz adequada em analises toxicologicas, principalmente nas analises com finalidade 
forense, apresentando vantagens como coleta nao invasiva, alta concentragao de analitos e menor custo na analise. 

Garantida a cadeia de custodia (Capitulo 6), a urina deve ser acondicionada em recipiente adequado. Condigoes 
alcalinas favorecem a degradagao da COC e do EMA; portanto, apos a coleta, deve-se ajustar o pH entre 5,5 e 6,0 
com acido cloridrico 0,2 N. Os analitos apresentam boa estabilidade nessa matriz durante 30 dias de armazenamento 
sob congelamento. 

E necessario utilizar urina coletada de 6 voluntaries nao usuarios de COC e/ou crack , nao medicados pelo menos 
nas 48 h precedentes a coleta, como brancos de urina de referencia negativa. 




■ Reagentes e solucoes 

• Solugoes padrao 

° Solugao-estoque de cocaina em acetonitrila, na concentragao de 1 mg/m £ 

0 Solugao-estoque de benzoilecgonina em metanol, na concentragao de 1 mg/ml: 

° Solugao-estoque de ester metilanidroecgonina em acetonitrila, na concentragao de 1 mg/mf 
° Solugao-estoque de benzoilecgonina isopropilester, padrao interno - PI, em acetonitrila, na concentragao de 
1 mg/mf 

• Solugoes de trabalho 

° Solugao de cocaina em acetonitrila, na concentragao de 100 pg/mf 
0 Solugao de benzoilecgonina em metanol, na concentragao de 100 pg/mf 
° Solugao de ester metilanidroecgonina em acetonitrila, na concentragao de 100 pg/mf 

° Solugao de benzoilecgonina isopropilester, padrao interno - PI, em acetonitrila, na concentragao de 100 
pg/mf. 

As solugoes de trabalho devem ser preparadas a partir das solugoes-estoque por meio de diluigao 1:10. Todas as 
solugoes (estoque e de trabalho) devem ser acondicionadas em frascos de vidro ambar e mantidas em congelador. 

• Solventes e solugoes reagentes (utilizados na tecnica de derivagao e extragao): 

0 Metanol, grau HPLC 

° Agua deionizada 

° Anidrido pentafluoropropionico (PFPA) e pentafluoropropanol (PFPOH) 

° Acetato de etila, grau HPLC 
° Diclorometano, grau HPLC 
0 Hidroxido de amonio 
0 Hidroxido de potassio 1,0 M 
0 Acido cloridrico 0,1 N 
° Acido cloridrico 0,2 N 

° Solugao tampao fosfato de potassio, pH 6,0; 100 mM. 

Prepare da solugao tampao fosfato de potassio, pH 6,0; 100 mM: pesar 2,72 g de di-hidrogenofosfato de potassio 
KH 2 P0 4 , dissolver em 400 mf de agua ultrapurificada, ajustar para 0 pH 5,5 ± 0,1 com KOH 1,0 M, completar 0 
volume com agua ultrapurificada, estocar a 5°C em vidro (estavel por 1 mes). 

■ Equipamentos e acessorios 

• Evaporador com fluxo de nitrogenio 

• Cromatografo a gas equipado com detector de ionizagao em chama; injetor tipo split/splitless, com insersor do 
tipo on-column; coluna cromatografica capilar db5 5% fenil, 95% metilsilicone com 30 m x 0,25 mm de 
diametro interno e 0,25 pm de espessura de fase. O equipamento deve ser operado nas seguintes condigoes 
cromatograficas: 

0 Temperatura do detector: 250°C 
0 Temperatura do injetor: 230°C 

0 Temperatura do forno: 140°C por 4 min, 160°C a 30°C/min por 3 min, 220°C a 30°C/min por 5 min 

• Gases especiais para cromatografia gasosa: nitrogenio, oxigenio e hidrogenio 

• Tubos de derivagao, previamente silanizados 

• Bloco de aquecimento 

• Colunas de extragao em fase solida de troca cationica, Bond Elut Certify® i, 130 mg de adsorvente e volume de 
3 mf, Varian® 

• Camara de extragao a vacuo 

• Bomba de vacuo 

• Equipamento medidor de pH 

• Agitador mecanico tipo vortex. 



■ Procedimento anahtico 

• Preparagao das amostras 

° Transferir a solugao de trabalho do PI - benzoilecgonina isopropil ester (150 p b) para balao volumetrico de 
5 mb, contendo 3 ml de urina; completar o volume para 5 ml com urina e agitar em vortex 
0 Transferir as amostras para tubos de vidro de 25 mb dotados de rolha esmerilhada, contendo 2 mb de 
solugao tampao fosfato pH 5,5 a 6,0. Agitar os tubos em vortex durante aproximadamente 1 min 

• Procedimento de extragao em fase solida 

0 Condicionamento da coluna: posicionar as colunas no equipamento de extragao acoplado a bomba de vacuo. 
Com fluxo menor que 2 mb/min, verter a coluna 3 mb de metanol e 3 mb de tampao fosfato pH 5,5 a 6,0; 
evitar que o material adsorvente da coluna seque 

0 Passagem da amostra: verter as amostras para a coluna, mantendo o fluxo de escoamento menor que 2 
mb/min 

0 Lavagem da coluna: transferir sequencialmente 2 mb de tampao fosfato pH 5,5 a 6,0; 6 mb de agua 
deionizada; 3,0 mb de acido cloridrico 0,1 N e promover a secagem da coluna por 5 min a 10 mmHg de 
pressao. Em seguida, proceder a lavagem com 9 mb de metanol 
° Eluigao dos analitos: extrair os analitos com 3 mb da mistura diclorometano:metanol:hidroxido de amonio 
(90:10:2) (v/v), utilizando apenas a forga da gravidade. O eluato e recolhido em tubos de derivagao, 
previamente silanizados e evaporados a secura, em capela, a 40°C, sob fluxo de N 2 
° Procedimento de derivagao: ao residuo obtido no procedimento de extragao adicionam-se 70 pb de PFPA e 
40 p b de PFPOH; apos agitagao em vortex, os tubos de derivagao devem ser mantidos no bloco de 
aquecimento a 70°C durante 10 min. Proceder a evaporagao em fluxo de N 2 . Apos a secura, adicionar 200 
pb de acetato de etila, agitar em vortex e evaporar novamente 
° Separagao e identificagao dos analitos: ressuspender o residuo obtido no procedimento de derivagao em 50 
pb de acetato de etila, e injetar 1 pb no GC-FID. Os analitos sao identificados pela detecgao de pico com 
tempo de retengao de 2,88; 11,55 e 19,93 min para EMA, BEC e COC, respectivamente. O PI apresenta 
tempo de retengao de 14 min. 

A Figura 34.2 apresenta uma amostra de urina de referencia negativa enriquecida com 3,0 pg/mb dos analitos, 
EMA, BEC e COC e submetida ao metodo. 

A Figura 34.3 apresenta uma amostra de urina post-mortem positiva para EMA, BEC e COC, proveniente de um 
individuo do sexo masculino, com 37 anos de idade, que foi vitima de homicidio por anna de fogo. 


Curvas analiticas de EMA, BEC e COC 

O estudo de linearidade deve ser realizado pela analise de amostras de branco de urina de referencia negativa, 
adicionadas de solugao padrao de trabalho dos analitos, de forma a se obterem concentragoes urinarias de 0,2; 0,5; 
1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 pg/mb para EMA; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 pg/mb para BEC e 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 
5,0 pg/mb para COC. As amostras devem ser submetidas ao processo de extragao em fase solida, derivagao, 
separagao e identificagao por GC-FID em triplicata para cada um dos calibradores. 


Estudo da degradaqao termica da COC 

• Enriquecer amostras de branco de urina de referencia negativa com volumes de solugao-estoque de cocaina, de 
modo a se obterem as concentragoes de 0,5; 5,0; 50,0 e 100,0 pg/mb 

Submeter essas amostras aos procedimentos de extragao em fase solida, derivagao, separagao e identificagao, 
em triplicata para cada concentragao 

• Caso seja verificada a formagao de EMA como artefato pela detecgao de pico com tempo de retengao de 2,88 
min, devem ser obtidas as concentragoes medias formadas para cada calibrador e subtrair das concentragoes 
determinadas nas amostras autenticas. E necessario observar qual a concentragao de COC determinada na 
amostra autentica, para realizar a corregao com a concentragao correspondente ensaiada no estudo da degradagao 
termica. 


■ Parametros de valida^ao 


Volts 


Os parametros de validagao determinados para esse metodo foram: limite de detecgao (LD), limite de 

quantificagao (LQ), linearidade, intervalo dinamico, exatidao, imprecisao e recuperagao, de acordo com metodo 

preconizado. 21 ' 22 

• Limite de detecgao (LD): 0,1 pg/m! para EMA e 0,05 pg/m£ para BEC e COC 

• Limite de quantificagao (LQ): 0,2 pg/mI: para EMA e de 0,1 pg/m 1 para BEC e COC 

• Linearidade: apresentou valores de coeficiente de determinagao - r 2 de 0,9979; 0,9934 e 0,9977 para EMA, 
BEC e COC, respectivamente, ensaiados nas concentragoes apresentadas no item “Curvas analiticas de EMA, 
BEC e COC” 

• Intervalo dinamico: esse metodo apresenta extenso intervalo dinamico; os valores de r 2 sao de 0,9849 para 

concentragoes entre 0,2 e 20 pg/m £; 0,9807 para concentragoes entre 0,1 e 50 pg/m 1 e de 0,9970 para 

concentragoes entre 0,1 e 100 pg/m I:, referentes a EMA, BEC e COC, respectivamente 

• Exatidao: valores de 83% para EMA e 89% para BEC e COC 

• Imprecisao: valores de CV de 10,26%, 13,10% e 2,2% para EMA, BEC e COC, respectivamente (imprecisao 

intraensaio) e valores de 14,45%, 11,73% e 10,40% para EMA, BEC e COC, respectivamente (imprecisao 
inter ensaio) 



Figura 34.2 Cromatograma do branco de urina adicionado de metilanidroecgonina (EMA), benzoilecgonina (BEC) e 
cocaina (COC), nas concentragoes de 3,0 pg/ml, submetido ao metodo. 


















Figura 34.3 Cromatograma de amostra autentica submetida ao metodo proposto, positiva para metilanidroecgonina 
(EMA), benzoilecgonina (BEC) e cocaina (COC), com concentragoes urinarias de 6,38; 16,28 e 9,31 pg/m f, 
respectivamente. 

• Recuperagao: valores de 90%, 85% e 99% para EMA, BEC e COC, respectivamente. 

Os valores de exatidao, imprecisao e recuperagao referem-se aos ensaios realizados na amostra-controle que 
continha 3,0 pg/mt para cada analito. 

■ Consideracoes sobre o metodo 

Foram determinadas concentragoes de ate 524 pg/m I: de BEC em urinas in vivo e ate 116 pg/m l de BEC em 
urinas post-mortem ; 24 esta ultima tambem foi relatada como a concentragao maxima encontrada em urina post¬ 
mortem em outro estudo. 12 O cocaetileno (CE), produto de transesterificagao da COC, formado quando esta ultima 
e utilizada concomitantemente ao etanol, tambem pode ser analisado neste metodo e, nas condigoes propostas, 
apresenta tempo de retengao ao redor de 15,6 minutos, o que significa separagao satisfatoria, principalmente em 
comparagao com a cocaina (12,9 min), com a qual guarda grande similaridade estrutural. 

Esse metodo pode tambem ser usado como de confirmagao para cocaina em material apreendido pelo aparato 
policial {in natura ) e, neste caso, a analise pode contemplar os possiveis adulterantes cafeina, lidocaina, 
propoxifeno e atropina, uma vez que eles foram estudados como interferentes em material biologico. Pode, 
portanto, integrar uma metodologia inequivoca em combinagao com a cromatografia em camada delgada ou 
qualquer outro metodo na analise de material in natura ou de urina. 3,25 

Interpreta^ao anali'tica 

Devido a hidrolise da COC, e comum encontrar quantidades extremamente altas de BEC. Dessa maneira, a BEC 
e o melhor indicador de uso de COC, independentemente da via de administragao. EMA em urina e um indicador 
para detecgao de uso recente de crack. Esse analito pode ser detectado imediatamente apos o consumo de 42 mg da 
droga e mantem-se detectavel por 28 h. 

O cocaetileno (CE), produto de transesterificagao da COC, formado quando esta ultima e utilizada 




























concomitantemente ao etanol, tambem pode ser analisado neste metodo e, nas condigoes propostas, apresenta tempo 
de retengao ao redor de 15,6 min, o que significa separagao satisfatoria, principalmente em comparagao com a 
cocaina (12,9 min), com a qual guarda grande similaridade estrutural. 

Esse metodo pode tambem ser usado como de confirmagao para cocaina em material apreendido pelo aparato 
policial (in natura ) e, neste caso, a analise pode contemplar os possiveis adulterantes cafeina, lidocaina, 
propoxifeno e atropina, uma vez que eles foram estudados como interferentes em material biologico. Assim, pode 
integrar uma metodologia inequivoca em combinagao com a cromatografia em camada delgada ou qualquer outro 
metodo na analise de material in natura ou de urina. 325 

Outros metodos 

Os metodos mais citados na literatura para analise confirmatoria da cocaina e seus produtos de biotransformagao 
nos ultimos anos sao os que combinam cromatografia a gas e cromatografia liquida, acopladas a espectrometria de 
massas respectivamente, CG-EM e CL-EM). 3 ' 1 

O uso de cromatografia liquida (CL) tern crescido durante os ultimos anos e apresenta algumas vantagens, como 
a possibilidade de analise de moleculas polares. Trata-se de uma alternativa ao uso de cromatografia a gas (CG), 
principalmente porque, ao contrario da CG, a derivatizagao geralmente nao e necessaria. A CL e a melhor 
alternativa para a analise de compostos polares; e uma alternativa para evitar a formagao de EMA como artefato. Os 
detectores geralmente empregados em cromatografia liquida sao arranjos de diodos (DAD) e fluorescencia. E 
possivel identificar COC, BEC e CE por DAD; no entanto, EME e EMA requerem derivatizagao. 

Na cromatografia em fase gasosa, alem da detecgao por ionizagao em chama e espectrometro de massas, pode-se 
proceder a detecgao por detector por captura de eletrons (DCE). Neste caso, preconiza-se a derivagao do EME e 
BEC com anidrido pentafluoropropionico para melhorar a volatilidade e a analise por CG; ainda melhora a 
identificagao por EM, posto que apresenta um espectro de massas menos complexo, sendo mais facil de ser 
interpretado em comparagao com os derivados obtidos por trimetilsilanizagao. 7 

De maneira geral, quando se utiliza a espectrometria de massas como tecnica de detecgao, o ion mais abundante 
(m/z 82) e formado pela fragmentagao do anel biciclico para formar a estrutura metilpirrolica protonada; o ion com 
m/z 105 corresponde ao ion benzoil e o m/z 182 corresponde a perda do radical benzoato do ion molecular. Esses 
tres fragmentos e, ainda, o correspondente a molecula Integra (ion molecular) sao frequentemente utilizados como 
identificadores da COC quando se utiliza impacto de eletrons (full scan). Nessa tecnica analitica, o cocaetileno, que 
tambem nao sofre derivagao, e frequentemente identificado pelos ions com m/z 82, 196 e 317 (ion molecular). 27 ’ 28 

O detector mais utilizado na identificagao de EMA e o espectrometro de massas, e a identificagao e realizada 
pelos fragmentos com m/z 152 e 181, este ultimo sendo o ion molecular. O possivel mecanismo para a 
fragmentagao e a perda da ligagao etilenica com o hidrogenio atomico para formar o ion relativamente estavel N- 
metil piridinio. 

Independentemente de qual seja o metodo de analise utilizado, e imprescindivel que se considere a formagao de 
artefato. Alguns solventes promovem a degradagao da COC; peroxido enriquecido com dietil-eter promove a N- 
desmetilagao da COC convertendo-a a norcocaina; metanol promove metilagao em acidos carboxilicos e o etanol 
promove a epimerizagao ou transesterificagao de grupos esteres. O ester etilanidroecgonina pode ser formado pela 
combustao do CE devido a reagao de transesterificagao. Alem da formagao de EMA, a degradagao de COC pode 
resultar na formagao de EME e ecgonina. 21 

Os metodos realizados em CG-EM apresentam maior custo de analise devido ao valor e menor robustez do 
equipamento (necessita de condigoes controladas), alem do uso de padroes deuterados. No entanto, apresentam 
maior especificidade e podem, ao lado dos que utilizam CL-EM, ser considerados como padrdo-ouro. 

Ha que se ressaltar que o metodo deve ser selecionado de forma racional, considerando todos os fatores 
interagentes como recursos, rotinas e missoes laboratoriais, dentre outros, para que a finalidade analitica seja 
observada; ou seja, o dado obtido seja fidedigno e condizente com a finalidade a que se destina. 
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Capitulo 35 

Etanol | Determinagao em Sangue por 
Cromatografia Gasosa com Detector de lonzagao em 

Chama 


Cristiana Leslie Correa 


Introduce) 

O etanol ou alcool etllico (CH 3 CH 2 OH) e uma das substancias qulmicas mais consumidas no mundo, sendo seu 
consumo legal e aceito em muitas sociedades. No entanto, o uso abusivo de bebidas alcoolicas e considerado como 
um dos maiores problemas de saude publica, principalmente em virtude das inumeras consequencias negativas que 
este uso pode acarretar. 12 Estima-se que a dependencia ao alcool (conhecida como “alcoolismo” ou “etilismo”) 
acometa aproximadamente 10% da populagao brasileira, incluindo homens e mulheres. Alem disso, grande parte 
dos acidentes de transito envolve motoristas que haviam consumido bebidas alcoolicas antes de dirigir, o que pode 
ter comprometido sua coordenagao motora e seus reflexos, imprescindiveis no ato de conduzir veiculos ou operar 
maquinas divers as. 

Destaca-se que o teor alcoolico das bebidas pode variar de 4 a 6% na cerveja, 10 a 15% no vinlio e 40% ou mais 
nas bebidas destiladas, como uisque, cachaga, conhaque etc. 2 

Disposi^ao no organismo 

O nivel sanguineo de etanol depende basicamente da dose ingerida, da velocidade de absorgao no trato digestivo e 
da capacidade do organismo de elimina-lo por meio dos processos de biotransformagao e excregao. Esses fatores 
determinam a biodisponibilidade do etanol, que esta diretamente relacionada com seus ef'eitos. 2 ' 

O etanol e rapidamente absorvido pelo estomago e intestino delgado, principalmente por difusao simples. A 
concentragao plasmatica maxima e alcangada entre 30 e 90 min apos a ingestao. Varios fatores podem influenciar a 
absorgao, sendo o tempo de esvaziamento gastrico e o inicio da absorgao intestinal considerados os principals 
fatores determinantes da variagao na velocidade de absorgao. Por suas propriedades hidrofilicas, o etanol distribui- 
se eficientemente por todos os tecidos e liquidos corporais, proporcionalmente aos seus conteudos aquosos. 12 

Da quantidade do etanol que entra no organismo, cerca de 90 a 98% sao completamente oxidados, principalmente 
no figado, sob agoes de alcool desidrogenase (ADH), catalase e sistema de oxidagao microssomica do etanol 
(MEOS). 

Em geral, aproximadamente 2% do alcool ingerido e excretado inalterado, principalmente pelos rins e pulmoes; 
em circunstancias especiais (p. ex., consumo de altas doses), este valor pode chegar a 10%. 1,2 

O entendimento de todas essas etapas e de extrema importancia na toxicologia, visto que, na avaliagao de casos 
clinicos, sempre sao requeridos os conhecimentos de interagao entre concentragao em fluidos biologicos, dose 





ingerida e sinais e sintomas. 4 

Finalidadeda analise 

Ha inumeras finalidades da analise para a determinagao de etanol, dentre as quais se destacam: 

• Forense: de acordo com a atual determinagao do Codigo Nacional de Transito (Lei n° 12.760 de 20/12/2012), 
qualquer concentragao de alcool por litro de sangue ou por litro de ar alveolar sujeita o condutor as penalidades 
previstas na lei, tais como multa, recolhimento da habilitagao, suspensao do direito de dirigir, retengao do 
veiculo e ate detengao, dependendo do enquadramento: infragao ou crime. Dessa maneira, a analise de etanol em 
sangue total fornece resultado que sera utilizado para responder a uma solicitagao legal. Alem disso, tambem 
pode ser solicitada a investigagao do teor alcoolico nos casos de agressao, atropelamento, homicidio e suicidio, 
a fim de auxiliar no esclarecimento de eventos relacionados com a toxicologia forense 

• Programas de controle e prevengao do uso de alcool e drogas no ambiente de trabalho: a determinagao dos 
niveis sanguineos de etanol e aceita como um indicador da influencia deste no comportamento, ou seja, e um 
indicador de efeito. A analise deve mostrar se houve consumo e quanto o nivel de alcool no sangue do 
trabalhador esta acima do limite permitido pelo programa da empresa. A amostra biologica recomendada para o 
programa e a urina, por apresentar um processo nao invasivo de coleta, ter maior periodo de detecgao (para 
alguns agentes toxicos) e ser de menor complexidade em terrnos de matriz quando comparada ao sangue, 
facilitando a questao analitica. No caso do etanol, para melhor interpretagao dos achados, os resultados devem 
ser entao convertidos para concentragao sanguinea 

• Centros de reabilitagao de alcoolistas: neste caso, a determinagao de etanol e realizada para garantir que o 
alcoolista em tratamento nao esteja fazendo uso nao permitido de alcool naquele ambiente de recuperagao 

• Urgencia toxicologica: para esta finalidade, a determinagao de etanol em sangue e feita como uma maneira de 
realizar o diagnostico diferencial do coma (hipoglicemico, hiperglicemico, coma alcoolico, entre outros). 

Metodo analftico 


■ Fundamento do metodo 

Baseia-se na separagao do etanol da matriz biologica, utilizando-se de um processo conhecido por headspace, no 
qual substancias volateis se deslocam da matriz para o espago de gas disponivel por meio do aumento de 
temperatura, tempo e de um compartimento fechado. O sulfato de sodio e utilizado para aumentar o coeficiente de 
volatilizagao dos compostos em solugao e, portanto, a concentragao na fase de vapor ( salting-out ). O //-propanol foi 
escolhido como padrao interno, por pertencer ao mesmo grupo quimico do analito de interesse, nao estar presente 
na amostra original e apresentar tempo de retengao proximo do pico de interesse da amostra. Apos esse 
procedimento, o gas e injetado no cromatografo, tornando possivel a separagao das substancias volateis presentes 
na amostra em analise. A quantificagao e feita utilizando-se uma curva padrao de etanol, em que sera comparada a 
concentragao de etanol (g/f) com a relagao de area do etanol/padrao interno. 411 

■ Amostragem 

A amostra preferencial deve ser o sangue total, coletado com o auxilio de seringas descartaveis ou outros 
dispositivos adequados, e armazenado em frascos de coleta a vacuo, contendo fluoreto de sodio a 1% como 
anticoagulante e conservante. A assepsia do local deve ser feita preferencialmente com agua e sabao, evitando o uso 
de etanol 70%, que pode contaminar a amostra. No intervalo de tempo entre coleta e analise, as amostras devem ser 
mantidas em geladeira a temperatura de 4°C, por um periodo maximo de 5 dias. O transporte tambem deve ser feito 
em temperatura controlada, com gelo reciclavel, tomando-se o cuidado para que este nao entre em contato direto 
com o frasco contendo sangue, pois pode ocasionar hemolise. 412 

No caso de coleta de urina, ela deve ser feita em frascos de polietileno, contendo fluoreto de sodio (concentragao 
aproximada de 1%) como conservante. Esses frascos podem ser transportados dentro de caixas apropriadas, com a 
presenga de gelo reciclavel e posterior armazenamento em freezer (-20°C), por periodo de 30 dias. 4,12,13 




■ Reagentes e solucoes 

• Solugao padrao de etanol (15 g/l): 1,9 ml de etanol, p.a.; (densidade = 0,79 kg/1) em 100 ml de agua 

• Solugao padrao de //-propanol (15 g/1): 1,9 ml de etanol, p.a. (densidade = 0,79 kg/1) em 100 ml de agua 

• Sulfato de sodio, p.a. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a gas com injetor split/'splitless e detector de ionizagao de chama 

• Coluna capilar de silica fundida PoraPLOT Q® ou outra similar, com 10 m de comprimento e 0,32 mm de 
diametro interno 

• Estufas a 70 e 45°C e microsseringa gas-tight ou amostrador automatico ( headspace sampler ) acoplado ao 
cromatografo a gas 

• Lacrador de frascos. 

As condigoes cromatograficas sao: 

• Temperaturas 

0 Coluna^ 130°C 
0 Injetor - 250°C 
° Detector - 250°C 

• Relagao de split: 1/10 

• Vazao dos gases: 

0 Gas de arraste - helio - 2,6 ml/min ou hidrogenio - 3,0 ml/min 

0 Gases para o detector: hidrogenio - 30 ml/min; ar sintetico - 300 ml/min e nitrogenio - 20 ml/min. 

■ Procedimento anah'tico 

• Adicionar 1,0 ml de amostra (sangue total ou urina) e 1,0 ml de padrao interno em um frasco de vidro com 
capacidade para 10 ml, contendo aproximadamente 2,0 g de sulfato de sodio anidro 

Fechar o frasco com tampa de borracha, lacrar com um anel de aluminio e, em seguida, colocar por 30 min em 
estufa previamente aquecida a 70°C ou em amostrador automatico ( headspace sampler ) acoplado ao 
cromatografo a gas 

Fazer a programagao para injetar o volume desejado de acordo com o tempo de analise, no caso de amostrador 
automatico (corrida analitica) 

• Calcular a concentragao de etanol presente na amostra com o auxilio de uma curva de calibragao, construida a 
partir da solugao padrao de etanol e submetida a tecnica anteriormente descrita. 

Observagao: manter ligeiramente aquecida a seringa (45°C), com auxilio de uma segunda estufa para evitar 
condensagao de vapores; tomar alguns cuidados para evitar a condensagao dos vapores, no caso de utilizar o sistema 
por estufa, no momenta da injegao no cromatografo. Dentre esses, cita-se a rapidez com que deve ser feita a 
operagao e a proximidade dessa estufa do cromatografo. Alem desses, a camada superior deve ser homogeneizada 
por meio de tres operagoes de tomada e devolugao do vapor, usando a propria seringa de injegao no cromatografo. 
Apos esse procedimento, retiram-se, por pungao atraves da tampa, 250 pi da camada de vapor e injetam-se no 
cromatografo gas os o. 

■ Calculos e procedimento para preparo de curva de calibragao . 4 A partir da solugao-mae (15 g/1), preparar as 
solugoes de trabalho nas concentragoes 0,15 g/1 (diluigao 1:100), 0,6 g/1 (diluigao 1:25), 1,2 g/1 (diluigao 2:25) e 
3,0 g/1 (diluigao 1:5). O padrao interno deve ser adicionado em todos os pontos da curva e a relagao obtida sera: 
concentragao de etanol (g/1) e relagao de area etanol/padrao interno (//-propanol). Calcula-se a equagao da reta (y = 
ax + b), extrapola-se a relagao de area do pico analitico etanol/padrao interno da amostra problema e obtem-se a 
concentragao em g/1. 


■ Parametros de valida^ao 


Este metodo 4 mostra linearidade na faixa de concentragao de 0,01 a 3,2 g/f (y = 5,261x - 0,1473; r = 0,9990). 
Os limites de detecgao e de quantificagao para o sangue sao de 0,01 e 0,06 g ji e 0,008 e 0,010 g H para a urina, 
respectivamente. Os coeficientes de variagao mais elevados dos estudos de precisao intraensaio e interensaio foram 
de 11,44% e 9,97% para o sangue e de 5,9% e 6,5% para a urina, respectivamente. 

Interpretagao anal tica 


■ Forense 

Qualquer concentragao de alcool por litro de sangue ou por litro de ar alveolar sujeita o condutor as penalidades 
previstas na lei (Lei n° 12.716 de 20/12/2012). A concentragao de etanol em sangue total apresenta boa correlagao 
com os sinais e sintomas clinicos; sendo, portanto, utilizada na interpretagao do caso em questao, uma vez que o 
alcool promove efeitos sobre a coordenagao motora e reflexos e pode comprometer a capacidade de conduzir 
veiculos. Na atual legislagao de transito, os sinais de alteragao psicomotora constatados pelo agente de transito ou 
pelo exame clinico deverao ser registrados e utilizados no processo. O Quadro 35.1 apresenta faixas de 
concentragao de etanol no sangue versus o estagio e os sinais clinicos e sintomas mais comuns. 14 Destaca-se que, 
para uma mesma concentragao, individuos podem se enquadrar em estagios diferentes, principalmente em fungao da 
grande suscetibilidade individual existente para o etanol. Essa interpretagao tambem sera valida na investigagao dos 
casos de agressao, atropelamento, homicidio e suicidio, em que a determinagao dos teores de etanol pode auxiliar 
no esclarecimento dos eventos relacionados com a toxicologia forense. 

■ Programas de controle e preven^ao do uso de alcool e drogas no ambiente de trabalho 

Em geral, por se tratar de um local de trabalho, nenhuma concentragao de etanol costuma ser aceita; no entanto, 
deve-se avaliar o limite permitido pelo programa da empresa. 

■ Centros de reabilita^ao de alcoolistas 

Neste caso, espera-se nao encontrar nenhuma concentragao de etanol nas amostras analisadas, visto que os 
individuos estao em recuperagao da dependencia, nao sendo permitido o consumo de bebidas alcoolicas ou outros 
produtos contendo alcool etilico. 

■ Urgencia toxicologica 

A interpretagao dos resultados deve ser feita de acordo com as concentragoes de etanol capazes de promover o 
coma. Em geral, concentragoes iguais ou superiores a 3,5 g/f para adultos podem ser determinantes deste quadro 
clinico. Para criangas, essas concentragoes devem ser bem menores, conforme a idade, o peso, o estado nutricional 
etc. Ressalta-se que concentragoes maiores do que 0,2 gj i ja podem produzir hipoglicemia em criangas 

1 2 14 

pequenas. ’ ’ 

Outros metodos 


■ Metodo qui'mico 

O etanol, devido a sua volatilidade, e convenientemente separado das amostras biologicas por varias tecnicas e, 
apos a separagao, pode ser quantitativamente medido por meio de reagoes com agentes oxidantes, tais como 
dicromato, permaganato, entre outros. Na reagao envolvendo dicromato de potassio e alcool em solugao fortemente 
acida (acido sulfurico concentrado), o ion dicromato (Cr +6 ), de coloragao amarelo-alaranjada, e reduzido ao ion 
cromico (Cr +3 ), de cor verde-azulada, enquanto o alcool e oxidado a acetaldeido, acido acetico ou dioxido de 
carbono e agua, dependendo da condigao da reagao. Um dos primeiros metodos quimicos descritos, com base no 
principio anteriormente apresentado, foi o de Widmark, em 1922, seguido por inumeros outros, que propunham a 
determinagao do dicromato residual por titulagao ou por colorimetria. A seguir, estao descritas as reagoes quimicas 
de oxirredugao envolvidas em um dos metodos quimicos que utiliza a titulagao para a quantificagao do etanol: 




2 K 2 Cr,0, + 3 C, H ? OH + 8H 2 ^ K 2 S0 4 + 2 Cr,(S0 4 ) 3 + 3 

' ch 3 cooh + 11 h 2 o 

K 2 Cr,0 7 + 7 H,S0 4 + 6 KI —* Cr,(S0 4 ) 3 + 4 K 2 S0 4 + 7 H 2 0 + 31, 
2 Na 2 S 2 0 3 + I, ssr ? 2 Nal + Na,S 4 0 6 

Quadro 35.1 Estagios da intoxicant) alcoolica aguda. 


Etanol no sangue (g/£) 

Estagio 

Sinais e sintomas dinicos 

0,1 a 0,5 

Subdinico 

Nenhuma influencia aparente; testes especiais revelam pequenos transtornos subdinicos 

0,3 a 1,2 

Euforia 

Suave euforia, sociabilidade, decrescimo das inibigoes, diminuigao da aten^ao, julgamento 
e controle 

0,9 a 2,5 

Excitagao 

Instabilidade emocional, decrescimo das inibigoes, perda do julgamento critico, 
enfraquecimento da memoria e da compreensao, falta de coordenaqio motora 

1,8 a 3,0 

Confusao 

Desorientagao, confusao mental, vertigens, estado emocional exagerado, disturbios da 
sensa^ao e da percepgao, debilidade no equilibrio, falta de coordena^ao muscular, 
dificuldadenafala 

2,7 a 4,0 

Estupor 

Apatia, inercia geral, diminuigao marcada das respostas aos estimulos, incontinence 

urinaria e debilidade da conscience 

3,5 a 5,0 

Coma 

Completa inconsciencia, coma, anestesia, dificuldades circulatoria e respiratoria 

Acima de 4,5 

Morte 

Parada respiratoria 


Adaptado de Poklis (1996). 14 


O dicromato, colocado em excesso, reage com o etanol. A quantidade restante de dicromato reagira com o iodeto 
de potassio (KI), levando a formagao de iodo (I 2 ), que e titulado com tiossulfato de sodio, utilizando amido como 
indicador. Trata-se de uma titulagao indireta, para quantificagao de etanol. Apresenta como limitagao a baixa 
especificidade - ou seja, outros compostos que sofram reagao de oxirredugao com o dicromato podem ser 
quantificados no lugar do etanol. 

■ Metodo bioquimico 

A enzima alcool desidrogenase (ADH) tambem pode ser utilizada na determ inagao de etanol em amostras 
biologicas. Na reagao, o alcool e oxidado a acetaldeldo pela ADH na presenga da coenzima nicotinamida adenina 
dinucleotldio (NAD), que e posteriormente reduzida a NADH. E posslvel medir essa forma reduzida 
espectrofotometricamente, a 340 urn. Em uma reagao secundaria, o NADH pode ser acoplado a um sistema 
diaforase-cromogeno, produzindo uma suspensao coloidal de coloragao vermelha, que pode ser lida 
espectrofotometricamente em 500 mn. Em geral, esse procedimento e automatizado, existindo diversos 
equipamentos e modelos comerciais disponiveis no mercado. 2,15 

■ Determina^ao de etanol em ar exalado 

O ar exalado e uma amostra bastante utilizada pela policia (finalidade forense) para prevengao e controle de 
etanol por motoristas, pela facilidade de obtengao (metodo nao invasivo de coleta) e rapidez nos resultados da 
analise. Um indice de correlagao medio de 2.100 tern sido utilizado para conversao dos teores de etanol no ar 
exalado para concentragao no sangue, significando que o ar exalado tern cerca de 2.100 vezes menos etanol do que o 




sangue. Para a determinate) do etanol em ar exalado, sao utilizados equipamentos conhecidos por “bafometros” 
(ou, mais corretamente, etilometros), que podem apresentar varios principios de analise: (a) oxidagao quimica; (b) 
oxidagao eletroquimica (fuel cell); e (c) espectrometria de infravermelho com comprimento de onda em 3,39 e 3,42 
(C-H) microns e/ou em 9,5 microns (C-O). Um dos pontos criticos em relagao ao uso dos etilometros e a questao 
da especificidade dos instrumentos, visto que, na maioria das vezes, sao utilizados para a finalidade forense. 
Dependendo do principio utilizado na determinagao, podem nao apresentar especificidade completa quando o analito 
pesquisado e o etanol. Trata-se do caso do metodo de oxidagao eletroquimica, em que o etanol e convertido nas 
celulas-combustivel (fuel cell) em acido acetico, produzindo dois eletrons para cada molecula de etanol; esses 
eletrons produzem uma corrente eletrica, que servira para quantificar o etanol. No entanto, outras substancias 
tambem podem ser convertidas neste sistema, levando a formagao de eletrons, sendo posteriormente quantificadas 
como etanol. Outra limitagao e que diversas substancias volateis que sao expelidas com o ar exalado, produzidas 
durante a atividade metabolica normal ou presentes em alimentos e bebidas, podem interferir na leitura do 
equipamento, produzindo resultado falso-positivo. Dentre essas, ha: acetona, //-propanol, eter, acetaldeido e 
diversos outros solventes. Contudo, os etilometros de espectrometria por infravermelho, com leitura em multiplos 
comprimentos de onda, conseguem minimizar a presenga desses interferentes. Outro ponto critico diz respeito a 
presenga de alcool residual na boca, que tambem pode claramente alterar a relagao sangue/ar exalado, uma vez que o 
consumo recente pode apresentar resultado falsamente elevado na leitura do equipamento. Assim, e fundamental 
uma interpretagao cuidadosa, sendo orientado que um resultado positivo (principalmente proximo ao limite 
estabelecido) deva ser necessariamente confirmado pela utilizagao do sangue como amostra biologica e de tecnicas 
mais especificas, como a cromatografia gasosa. 21 '' 
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Introduce) 

A realizagao de analises toxicologicas capazes de detectar um significative numero de compostos e fundamental 
no contexto das emergencias toxicologicas, assim como em toxicologia forense. No entanto, a identificagao 
inequivoca de substancias potencialmente toxicas em amostras biologicas representa um desafio significativo para o 
analista, diante do grande e crescente numero de agentes quimicos existentes, da complexidade das matrizes 
submetidas a analise (sangue, plasma, tecidos biologicos) e, muitas vezes, das quantidades infimas do analito. Esse 
problema torna-se especialmente complexo quando se tern pouca ou nenhuma informagao sobre o historico do 
paciente ou da amostra - situagao comum na toxicologia clinica e forense. Dessa maneira, esse tipo de analise 
requer uma abordagem concisa e planejada, denominada analise toxicologica sistematica (ATS). 1 

O objetivo precipuo da ATS e nao apenas garantir a adequada deteegao das substancias suspeitas na fase de 
triagem e a posterior confirmagao das substancias encontradas, como tambem estabelecer a ausencia de outras 
possiveis substancias relevantes que poderiam estar presentes na amostra (evitando a perda de resultados falso- 
negativos). 1 1 

As etapas fundamentals na ATS para alcangar esse objetivo sao descritas a seguir. 

■ Preparagao da amostra, isolamento e concentragao dos analitos. A ATS sempre requer uma preparagao da amostra, 
que envolve procedimentos de extragao, com o intuito de isolar e concentrar os componentes de interesse (analitos) 
de uma matriz, tendo em conta que estes se encontram em baixas concentragoes e tambem pela presenga de 
interferentes nesses fluidos. De acordo com o tipo de matriz, muitas vezes, as amostras necessitam de um 
tratamento previo (hidrolise enzimatica, acida ou alcalina, remogao de proteinas) antes de serem submetidas ao 
processo de extragao. 

Na ATS, e fundamental que o metodo de extragao seja capaz de extrair uma ampla variedade de substancias, 
desde muito lipofllicas ate moderadamente polares e com propriedades acidas, basicas, neutras e anfotericas. Alem 
disso, deve ser rapido, reprodutivel, ter uma boa recuperagao e fornecer extratos com o minimo de substancias 
interferentes. 1 4 




■ Diferenciagao e detecpo dos analitos. As tecnicas analiticas mais utilizadas para a diferenciagao e deteegao dos 
analitos de interesse sao: a cromatografia em camada delgada (CCD), a cromatografia gasosa (CG) e a 
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), associadas a diferentes modos de deteegao. Apesar da 
disponibilidade de tecnicas analiticas modernas e de elevadas sensibilidade e especificidade, tais como 
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas sequencial (CL-EM/EM) 5 e a espectrometria de massas 
por tempo de voo (CL-TDV), 6 a maior parte dos laboratories de toxicologia analitica ainda utiliza metodos 
classicos, como a CCD, a CG com detectores nao espectrometricos, como os de ionizagao em chama (DIC) e 
nitrogenio-fosforo (DNP), e a CLAE, com deteegao por absorgao de radiagao ultravioleta (CLAE-UV). l ~ 4 

Para avaliar os metodos analiticos empregados nessa fase, algumas abordagens matematicas foram 
desenvoividas, como o poder discriminante (PD) e o comprimento medio da lista (CML). O PD e defmido como “a 
probabilidade de que duas substancias selecionadas aleatoriamente possam ser separadas pelo sistema empregado”. 
O CML e “o numero de substancias qualificadas para um determinado parametro em um determinado sistema”. 
Quanto menor o valor de CML, melhor e aquele sistema para a ATS. O ideal e um CML de 1, que significa que 
aquela substancia especifica pode ser identificada de maneira inequivoca, com referenda a um determinado banco 
de dados. O calculo do CML pode ser realizado para sistemas individuals, bem como para combinagao de sistemas, 
incluindo modos de deteegao. 1 4 

■ dentifkagao dos analitos. Considerando o grande numero de analitos que potencialmente devem ser identificados 
em uma analise de triagem toxicologica (farmacos e metabolites, praguicidas, produtos quimicos de uso industrial e 
outros), que pode chegar a varios milhares de substancias, e improvavel que laboratories individuals criem e 
mantenham bases de dados suficientemente amplas. Desse modo, a identificagao em ATS e realizada quando os 
dados de uma substancia desconliecida, obtidos apos a padronizagao em um determinado sistema analitico, sao 
comparados com aqueles armazenados em uma base de dados de aplicabilidade interlaboratorial. 1 

Se for empregado apenas um sistema analitico, a lista de possiveis candidatos a substancia desconliecida sera 
bastante grande, mas esta pode ser drasticamente diminuida com o emprego de sistemas e modos de deteegao 
adicionais. 

Em um enfoque probabilistico, todas as substancias presentes na base de dados com valor do parametro de 
identificagao dentro de uma faixa ao redor do valor da substancia desconhecida sao potenciais candidatas, com 
probabilidades menores a medida que o valor tabelado se afasta do valor do composto desconhecido. Em geral, 
consideram-se todas as substancias na faixa que compreende 3 vezes o valor do desvio padrao interlaboratorial 
associado as medidas do sistema analitico utilizado, denominada janela de busca. 1 4 

Com o proposito de possibilitar a realizagao de procedimentos de analise toxicologica sistematica de maneira 
eficiente e produtiva, foi desenvolvido um Sistema de Analise Toxicologica Sistematica (SATS), acessivel pela 
internet (www.feevale.br/toxicologia), que toma possivel o calculo dos parametros de retengao cromatografica 
ajustados em sistemas de CCD, CG e CLAE e a busca produtiva em bases de dados de comportamento 
cromatografico. 4 

Metodos analiticos 


■ Analise toxicologica sistematica em urina por cromatografia em camada delgada 

A cromatografia em camada delgada (CCD) e uma tecnica popular para identificagao de substancias em 
toxicologia analitica em razao de sua velocidade, confiabilidade e baixo custo. Trata-se de uma tecnica de partigao 
ou adsorgao, solido/liquido, na qual uma fase movel liquida ascende por uma fase estacionaria, constituida de uma 
fina camada de adsorvente (em geral, silica-gel, mas pode ser tambem de alumina, poliamida etc.) depositada sobre 
uma placa de vidro, alummio ou outro suporte inerte. A fase movel e um solvente ou mistura de solventes, cuja 
polaridade deve ser de acordo com a natureza quimica das substancias a serem separadas. 

Os residuos dos extratos das amostras ressuspendidos ou as solugoes padrao sao aplicados na base da 
cromatoplaca (1,5 a 2 cm acima da borda inferior), evitando-se que fiquem mergulhadas na fase movel e a uma 
distancia adequada entre as aplicagoes adjacentes (aproximadamente 1,0 cm). O volume a ser aplicado deve ser 
minimo, geralmente entre 5 e 10 pf de uma solugao contendo cerca de 10 pg de analito, e e preferivel que a 



gota/mancha nao tenha mais que 5 mm de diametro. O conjunto e seco e colocado em uma cuba que contem a fase 
movel cobrindo todo o fundo da cuba, com uma altura entre 0,5 e 1,0 cm e geralmente saturada com os vapores do 
solvente. Inicia-se o desenvoivimento cromatografico, em que a fase movel ascende (ou corre) pela placa (por 
capilaridade), e a separagao ocorre pela diferenga de afinidade dos componentes da amostra pela fase estacionaria. 

A linha de chegada do solvente deve ser marcada, geralmente 10 cm do ponto de aplicagao. Apos o 
desenvolvimento, as placas devem ser retiradas da cuba e secas antes da visualizagao. O cromatograma deve ser 
examinado sob luz UV (254 e 366 nm): a posigao de qualquer substancia fluorescente (mancha, spot) e observada; 
neste caso, utiliza-se silica sem indicador. Para as substancias nao fluorescentes, utiliza-se silica com indicador 
fluorescente (silica-gel GF); nessas condigoes, esses compostos absorvem a radiagao UV e aparecem como 
manchas escuras contra um fundo claro. Alem disso, podem ser utilizados agentes cromogenicos que coram as 
substancias de interesse. 

O parametro mais importante a ser considerado em CCD e o fator de retengao ou de retardamento (Rf), que 
caracteriza a posigao da amostra na placa. Representa a razao entre a distancia migrada pela amostra comparada com 
a distancia percorrida pela fase movel (Equagao 1). Os valores ideais para Rf estao entre 0,4 e 0,6. 


RF = 


distancia migrada pela amostra 
distancia percorrida pela fase movel 


( 1 ) 


Em geral, os valores de Rf sao expressos em hRf, equivalente a 100 x R [\ para evitar o uso de decimals. 

A reprodutibilidade dos valores de hRf sao influenciados por diversos fatores, tais como: temperatura e umidade 
ambiental, tamanho da placa, grau de saturagao da cuba cromatografica, quantidade de amostra aplicada, distancia 
de desenvolvimento e efeito de compostos coextraidos (efeito da matriz). 

No entanto, e necessario que exista uma boa reprodutibilidade interlaboratorial para que os valores de hRf 
possam ser padronizados, visando a uma analise toxicologica sistematica. Para alcangar esse objetivo, no sentido de 
compensar essas variagoes, os valores de hRf das substancias desconhecidas obtidos experimentalmente devem ser 
corrigidos com relagao aos valores de hRf obtidos de uma base de dados padronizados, como o proposto pelo 
Comite de Analise Toxicologica Sistematica da TIAFT (The International Association of Forensic Toxicologists), 
que recomendou 11 sistemas de separagao para identificagao de farmacos (Quadro 36.1 )} ' 

Para esse calculo, inicialmente, cada amostra da substancia desconhecida e analisada conjuntamente com quatro 
marcadores (solugoes padrao) com valores de HR I' distribuidos por toda a faixa de eluigao do solvente, 
estabelecidos para cada sistema de CCD (Quadro 36.1). 

Apos o desenvolvimento da placa em um determinado sistema de CCD, calcula-se o valor de hRf obtido da 
substancia desconhecida, bem como os valores de hRf de dois marcadores (dentre os quatro que correram), sendo 
um que tenha eluido imediatamente antes da amostra e outro, imediatamente depois. A relagao desses valores 
obtidos de hRf com aqueles padronizados fornece o hRf corrigido da substancia desconhecida (hRfc), conforme a 
Equagao 2: 2,4,7 ’ 8 


hRfc (X) = hRfc (A)+ |llRtc(B) hRtc < A) l x hRf (X) - hRf (A) 

hRf (B) - hRf (A) (2 ) 

Em que X refere-se a substancia desconhecida; A e B, aos padroes que eluem imediatamente antes e depois do 
desconhecido, respectivamente; hRf e o fator de retardamento observado experimentalmente e hRfc, os valores 
padronizados. 


Quadro 36.1 Sistemas de CCD recomendados pelo TIAFT para analise toxicologica sistematica. 


N° 

Fase movel 

Cuba 

Fase estacionaria 

Marcadores* 

hRfc 

Janelade 

busca** 

1 

Cloroformio- 

acetona (4:1) 

Saturada 

Silica-gel 

Paracetamol 

15 

7 










Clonazepam 

35 




Secobarbital 

55 




Metilfenobarbital 

70 


2 

Acetato de etila Saturada 

Silica-gel Sulfatiazol 

20 

8 



Fenacetina 

38 




Salicilamida 

55 




Secobarbital 

68 


3 

Cloroformio- Saturada 

metanol (9:1) 

Silica-gel Hidroclorotiazida 

11 

8 



Sulfafurazol 

33 




Fenacetina 

52 




Prazepam 

72 


4a 

Acetato de etila- Saturada 

metanol 25%- 

amonia (17:2:1) 

Silica-gel Sulfadimidina 

13 

11 



Hidroclorotiazida 

34 




Temazepam 

63 




Prazepam 

81 


4b 

Acetato de etila- Saturada 

metanol 25%- 

amonia (17:2:1) 

Silica-gel Morfina 

20 

10 



Codeina 

35 




Hidroxizina 

53 




Trimipramina 

80 


5 

Metanol Nao 

saturada 

Silica-gel Codeina 

20 

8 



Trimipramina 

36 




Hidroxizina 

56 




Diazepam 

82 


6 

Metanol-n-butanol Nao 

Silica-gel Codeina 

22 

9 



(3:2) contendo saturada 

NaBr 0,1 M 








Difenidramina 

48 




Quinina 

65 




Diazepam 

85 


7 

Metanol 25%- Saturada 

amonia (100:1,5) 

Silica impregnada 
com KOH 0,1 M em 

metanol eseca 

Atropina 

18 

9 




Codeina 

33 





Cloroprotixeno 

56 




Diazepam 

75 


8 

Cidoexano- Saturada 

tolueno- 

dietilamina 

(15:3:2) 

Silica impregnada 
com KOH 0,1 M em 

metanol eseca 

Codeina 

6 

8 




Desipramina 

20 





Prazepam 

36 





Trimipramina 

62 


9 

Cloroformio- Saturada 

metanol (9:1) 

Silica impregnada 
com KOH 0,1 M em 

metanol eseca 

Desipramina 

11 

11 




Fisostigmina 

36 





Trimipramina 

54 





Lidocai'na 

71 


10 

Acetona Saturada 

Silica impregnada 
com KOH 0,1 M em 

metanol eseca 

Amitriptilina 

15 

9 



Procafna 

30 




Papaverina 

47 




Cinarizina 

65 



CCD: cromatografia em camada delgada; T1AFT: The International Association of Forensic Toxicologists. * Concentragao dos marcadores: 
2 mg/mC para cada substantia. **Janela de busca definida como tres vezes o desvio padrao da media T1AFT. 


Como a maioria das substancias toxicas relevantes e organica, nao volatil, de carater acido, alcalina, neutra e 



anfotera, o processo mais adequado de separagao desses compostos envolve a extragao liquido-liquido dependente 
de pH. Dessa maneira, os diferentes sistemas de CCD sao estabelecidos para separar farmacos acidicos e basicos, e 
os neutros ocorrem em ambas as fragoes. Dentre os 11 sistemas recomendados pelo TIAFT (Quadro 36.1), quatro 
sistemas (la 4a) sao indicados para separar farmacos acidicos e neutros, enquanto os outros sete sistemas (4b a 
10) sao para separar farmacos basicos e neutros. Os dados de referencia estao apresentados para cerca de 1.600 
substancias toxicas relevantes. Para uma triagem geral, recomenda-se o uso de dois sistemas de separagao com 
baixa correlagao entre si: sistemas 2 e 4a para neutros e acidicos e sistemas 5 e 8 para neutros e basicos. 7 

Uma maneira de aumentar substancialmente a capacidade de identificagao da CCD em ATS e combinar reagoes 
de cor, devidamente codificadas, com os dados obtidos dos valores de hRfc. Assim, alem do valor de hRIc, as 
substancias tambem podem ser classificadas com base nas cores obtidas, o que diminui consideravelmente o 
CML. 2 ’ 4 ’ 7 - 9 

A seguir, e apresentado um roteiro para a identificagao de substancias de carater basico e neutras por CCD, 
utilizando um software para aplicagao do SATS. 10 

Reagentes e solucoes 

Solugoes padrao de farmacos (solugao de trabalho) a 100 pg/mf em metanol 

Misturas de substancias references para calculo de hRfc preparadas em metanol, a 2 mg/mf 

• Diclorometano 

• Tampao tris pH 9,0: dissolver 2,43 g de tris (hidroximetil) aminometano em 100 ml de agua purificada e 
ajustar o pH 

• Reagente de Mandelin: dissolver 200 mg de metavanadato de amonio em 250 mf de acido sulfurico concentrado 
Reagente de Dragendorff modificado: dissolver 5 g de iodeto de potassio, 2 g de iodo e 0,8 g de subnitrato de 
bismuto em 10,5 mf de acido acetico glacial, 0,5 inf de acido cloridrico 36% e 239 mf de agua ultrapura. 

Procedimento analitico 

• Colocar uma aliquota de 5 mf de amostra de urina em um tubo de centrifuga e ajustar o pH para 9 com solugao 
tampao tris pH 9,0 

• Extrair com 5 mf de diclorometano e agitar por 10 min 

• A seguir, centrifugar a 3.500 rpm por 5 min em temperatura ambiente 

• Transferir a fase organica para um tubo de vidro limpo e evaporar a secura a 45°C sob um fluxo suave de ar 

• Reconstituir os residuos com 50 pf de metanol e aplicar 10 pf em tres sistemas de CCD abaixo relacionados 
° Sistema 1 

■ Adsorvente: silica GF 254 em placas de vidro 10 x 10 cm 

■ Eluente: acetato de etila:metanol:amonia (85:10:5, v/v) 

■ Marcadores: atenolol, codeina, carbamazepina e diazepam 

■ Janela de busca: 11 unidades de hRfc 
° Sistema 2 (cuba nao saturada) 

■ Adsorvente: silica GF 254 em placas de vidro 10 x 10 cm 

■ Eluente: metanol 

■ Marcadores: atenolol, amitriptilina, amiodarona e nortriptilina 

■ Janela de busca: 8 unidades de hRfc 
0 Sistema 3 

■ Adsorvente: silica GF 254 impregnada com KOH 0,1 M em placas de vidro 10 x 10 cm 

■ Eluente: cicloexano:tolueno:dietilamina (75:15:10, v/v) 

■ Marcadores: maprotilina, codeina, amitriptilina e diazepam 

■ Janela de busca: 8 unidades de hRfc 

• Considerar a variagao da temperatura ambiente de 21 a 24°C e a umidade relativa de 38 a 61% 

• Apos o desenvolvimento de 7 cm do ponto de aplicagao, secar as placas e submete-las (cada uma) a 4 estagios 
sequenciais de visualizagao: 

0 Estagio I: inserir a placa em um frasco com solugao de formaldeido por 2 min. Em seguida, aquecer a placa 


sobre uma placa quente por 5 a 10 s para remover todo o vapor de formaldeldo, imergir lentamente no 
reagente de Mandelin, escorrer e secar por 20 a 30 s 

° Estagio II: imergir a placa em agua uma unica vez e esperar alguns segundos para que a cor se desenvolva 
° Estagio III: imergir a placa varias vezes no mesmo frasco com agua e observar sob luz UV (366 nm) 

° Estagio IV: imergir a placa varias vezes no reagente de Dragendorff modificado 

• As cores sao observadas apos cada estagio e classificadas de acordo com um codigo numerico, de 0 a 9, usando 
uma cartela de 10 cores, conforme descrito por Hegge et al. (1991): g 0 para branca, 1 para amarela, 2 para 
laranja, 3 para marrom, 4 para vermelha, 5 para violeta, 6 para azul, 7 para verde, 8 para azul-esverdeada e 9 
para preta. Quando nenhuma cor e observada, o codigo e 0 (branca) para os estagio I, II e IV e 9 (preta) para o 
estagio III 

• Processar os dados pelo programa SATS, que contem valores de hRfc para 857 compostos em diferentes 
sistemas de CCD, bem como os codigos das cores obtidas apos o procedimento de visualizagao padronizado 
para esse conjunto de substancias. 

Para o processamento dos dados de uma analise no SATS, o usuario deve informar os valores obtidos de hRf 
para os marcadores e as substancias desconhecidas, em cada sistema empregado, bem como inserir os codigos das 
cores encontradas. O SATS fornece os hRfc de acordo com de Zeeuw et al. (1992) 8 (Equagao 2) e o calculo do 
indice de similaridade (IS) para as diferentes combinagoes entre os sinais analiticos encontrados, e apresenta a 
listagem de substancias candidatas para cada combi nagao possivel, ordenadas por IS. 

Reprodutibilidade dos dados analiticos 

A reprodutibilidade dos HR I' foi estudada a partir da analise de 10 farmacos, realizada em 20 dias nao 
cons ecutivos. Os resultados de hRfc obtidos apos a padronizagao apropriada foram comparados com os valores do 
banco de dados e mostraram-se consistentes com outros estudos e com a selegao da janela de busca. A 
reprodutibilidade das cores tambem foi avaliada e nao foram observados desvios na classificagao dos codigos de 
cores. 

Consideragoes sobre o metodo 

A avaliagao das diferentes combinagoes dos sistemas descritos pode ser realizada a partir de dados obtidos da 
analise de 35 amostras de urina, adicionadas de algum farmaco e processadas no SATS. 

O melhor resultado consiste na combinagao dos tres sistemas de CCD (sistemas 1, 2 e 3) com os codigos 
obtidos das reagoes de cor, pois e capaz de identificar a substancia correta em todas as amostras, com uma 
porcentagem de IS sempre maior que 68 (maximo 88,1%, media 78,6%). Quando nao sao considerados os codigos 
de cor, mas somente os dados de hRfc dos tres sistemas, o desempenho piora (media da posigao no ranking da 
substancia adicionada de 4,6; variagao de 1 a 16 e IS medio 50%). E quando apenas os dados de hRfc de dois 
sistemas sao considerados (sistemas 1 e 2), os resultados nao sao aceitaveis para a finalidade de identificagao 
(media da posigao no ranking da substancia adicionada igual a 13,7; variagao de 1 a 49 e IS medio 47%). 

■ Analise toxicologica sistematica em plasma por cromatografia gasosa com detector de 
nitrogenio e fosforo 

Embora ja esteja amplamente demonstrado que a identificagao defmitiva de uma substancia requer a utilizagao 
associada de multiplos metodos analiticos," a cromatografia gasosa (CG) empregando colunas capilares apresenta 
grande aplicabilidade na identificagao e quantificagao de farmacos em amostras biologicas, com diversos metodos ja 
descritos. 12-18 A elevada reprodutibilidade dos parametros de retengao, quando adequadamente expressos, 
possibilita a identificagao de um grande numero de substancias com base em bancos de dados interlaboratoriais, 
especialmente no contexto da analise toxicologica sistematica (ATS), devido a disponibilidade de um banco de 
dados com indices de retengao de aproximadamente 4.000 substancias. |g 

A intengao desses metodos multianalitos e monitorar multiplas substancias de interesse com uma unica 
preparagao de amostra e procedimento de analise. Os metodos multianalitos em toxicologia analitica sao preferiveis 
porque tomam o processo analitico mais simples, rapido, barato e possibilitam o monitoramento de analitos de 
diferentes classes terapeuticas em uma unica amostra corporal. Isso e relevante porque, em geral, somente uma 


quantidade limitada de amostra esta disponivel e o numero total de analitos na amostra e desconhecido. 

Uma alternativa util e de menor custo para a determ inagao de multiplos analitos em um unico metodo e o 
emprego da cromatografia gasosa associada a detector de nitrogenio e fosforo (CG-DNP). Dentre as caracteristicas 
vantajosas da CG para analises toxicologicas multianalitos, estao o baixo custo operacional e a eficiencia de 
separagao. A essas qualidades somam-se a sensibilidade e a especificidade do detector seletivo de nitrogenio e 
fosforo (DNP). De fato, considerando que aproximadamente 90% das substancias de interesse toxicologico podem 
ser detectadas pelo DNP e a sua relativa insensibilidade a compostos endogenos usuais, a associagao CG-DNP e de 
especial utilidade em analises toxicologicas em bioamostras. 16 Essas caracteristicas tornam possivel a injegao direta 
de extratos organicos de amostras biologicas, sem uma etapa de evaporagao de solvente, mantendo a sensibilidade 
necessaria para a identificagao de substancias em concentrates toxicologicamente relevantes. A seguir, e 
apresentado um protocolo de um metodo desenvolvido com essas caracteristicas por Lizot et al. (20 1 2), 20 para a 
determinate de farmacos basicos em plasma por CG-DNP. Alem disso, o metodo e rapido, pois possibilita que 
todo o ciclo analitico de uma amostra seja realizado em aproximadamente 35 min, incluindo preparagao de amostra 
e analise cromatografica. Esse curto tempo de analise e fundamental, especialmente no contexto da toxicologia 
clinica, em que os resultados podem ser utilizados para determinar condutas terapeuticas. 

Reagentes e soluqdes 

• Amostras de referenda de farmacos 

• Proadifeno (padrao interno - PI) 

• Metanol grau cromatografico 

• Acetato de butila 

Tr is - (hidroximetil) - aminometano 

• Hidroxido de sodio 

• Agua ultrapurificada 

• Solugoes-estoque dos analitos e padrao interno (SE): dissolugao de 10 mg dos compostos em 10 mt de metanol 

• Solugao de trabalho 1 (ST1): diluigao de 1 m£ das SE em 10 m£ de metanol (concentragao final de 100 pg/mf) 

0 ST 1 A: bromazepam, buspirona, ciclobenzaprina, diazepam, efedrina, maprotilina, sibutramina, tioridazina e 
tranilcipromina 

0 ST1 B: amitriptilina, benzocaina, dexfenfluramina, estricnina, haloperidol, nordazepam, nitrazepam, 

sertralina e venlafaxina 

° ST1 C: anfepramona, codeina, clomipramina, fenfluramina, fluoxetina, flurazepam, imipramina, 

levomepromazina e tri-hexafenidila 

° ST 1 D: citalopram, dextrometorfano, femproporex, mazindol, paroxetina e zolpidem 

° ST1 E: cafeina, clometiazol, lidocaina, carbamazepina, cinarizina, nortriptilina e tramadol 

• Solugao de trabalho 2 (ST2): diluigao de 4 m£ das ST1 em 10 mf de metanol (concentragao final de 40 pg/mf) 

• Solugao de trabalho 3 (ST3): diluigao de 2 mf das ST1 em 10 mf de metanol (concentragao final de 20 pg/mf) 

• Solugao de trabalho 4 (ST4): diluigao de 1 mf das ST1 em 10 mf de metanol (concentragao final de 10 pg/mf) 

• Solugao de trabalho 5 (ST5): diluigao de 400 pf das ST1 em 10 mf de metanol (concentragao final de 4 pg/mf) 

• Solugao de trabalho do padrao interno: diluigao de 200 pf da solugao-estoque de proadifeno em 10 mf de 
metanol (concentragao final de 20 pg/mf) 

• Solugao tarnpao pH 10: dissolver 23,4 g de tris-(hidroximetil)-aminometano em 1.000 m £ de agua 
ultrapurificada, com posterior ajuste do pH com solugao de NaOH 0,1 M. 

Equipamento e acessorios 

• Cromatografo a gas equipado com detector de nitrogenio e fosforo. A separagao e realizada em uma coluna OV- 
1 (30 m x 0,32 mm, 1 pm de espessura de filme) contendo metilsilicone como fase estacionaria. O tempo total 
de analise cromatografica e de 25 min. A temperatura inicial da coluna e de 140°C, mantida por 2 min, seguida 
de um incremento de temperatura de 10°C por min ate alcangar 320°C, sendo esta temperatura mantida por 5 
min. Helio e empregado como gas de arraste sob fluxo constante de 4 mf/min. O volume de injegao e de 2 pf, 
com injetor mantido a 260°C no modo de injegao sem divisao de fluxo. O detector e mantido a 310°C, com 
corrente de 3,2 pA. 




Procedimento anali'tico 

• Adicionar 800 pE de plasma (amostra clmica, solugao analltica ou controle) a 250 p£ de solugao-tampao pH 10, 
50 p 1 de solugao de trabalho de PI (proadifeno, 20 pg/m£) e 250 p£ de acetato de butila em microtubos de 
polipropileno de 1,5 m£ 

• Homogeneizar a mistura em vortex por 40 s e, em seguida, centrifugar a 12.000 g por 20 min 

• Transferir a fase organica para um frasco de amostrador automatico para posterior analise cromatografica 

• Apartir da diluigao de 40 pE das ST1, ST2, ST3, ST4 e ST5 com 760 p£ de plasma foram obtidas solugoes 
analiticas nas concentragoes 5, 2, 1, 0,5 e 0,2 pg/mE dos diferentes farmacos, com excegao dos farmacos: 
cafeina, carbamazepina e lidocaina, cujas solugoes analiticas foram preparadas na faixa de 2 a 50 pg/mE. As 
curvas analiticas sao construidas calculando-se a razao entre as areas dos picos dos diferentes analitos e a area 
do pico do padrao interno (y) e comparando-se essas razoes com as concentragoes nominais das solugoes 
analiticas (x). As curvas foram ajustadas por meio do metodo dos minimos quadrados empregando regressao 
linear ponderada, com fator ponderal 1/x. 

Parametros de retengao 

A retengao cromatografica dos analitos e expressa por meio do tempo de retengao relativo (t RR ) e do indice de 
retengao (IR). Os t RR sao calculados utilizando a Equagao 3, em que t x e o tempo de retengao da substancia 
desconhecida e t pi e o tempo de retengao do padrao interno. Os IR sao determinados por meio da Equagao 4, na qual 
os tempos de retengao e os indices de retengao das substancias de referencia eluindo imediatamente antes e depois 
da substancia desconhecida sao denotados t n , t n+1 , IR n e IR n+1 , respectivamente, e t x e o tempo de retengao da 
substancia cujo IR sera calculado. Para determinagao do IR, emprega-se como referencia uina mistura contendo 10 
substancias em metanol na concentragao de 100 pg/mf (solugao de calibragao de indices de retengao). Essa solugao 
content fenfluramina (IR = 1.230), efedrina (IR = 1.365), cafeina (IR = 1.800), venlafaxina (IR = 2.083), 
amitriptilina (IR = 2.194), ciclobenzaprina (IR = 2.195), citalopram (IR = 2.380), levomepromazina (IR = 2.525), 
flurazepam (IR = 2.780) e buspirona (IR = 3.221). Em cada lote analitico, injeta-se 1 pE da solugao de trabalho de 
proadifeno e da solugao de calibragao de indices de retengao. 

t 

t = —~ 

l RRx t 

Pi 

IRx = (IR ml -IRJ + IR n (4) 

v n+1 w 

O Quadro 36.2 apresenta a media dos valores de t RR e IR determinados em 20 dias nao consecutivos para os 40 
farmacos basicos avaliados. 

Parametros de validaqao 

As faixas lineares foram ajustadas de acordo com as concentragoes esperadas dessas substancias, tanto em 
utilizagoes terapeuticas como toxicas, com coeficientes de determinagao entre 0,9811 e 0,999. A precisao 
intraensaio apresentou valores de CV% entre 1,9 e 12,5. A precisao intermediaria apresentou CV% entre 2,8 e 
11,2%. A exatidao tambern apresentou valores entre 92 e 114%. 



Quadro 36.2 Tempos de retengao relativos e indices de retengao de 40 farmacos basicos (media, n 

= 20). 

Composto 

Tempo de retengao relativo (media) 

Indice de retengao (media) 

Amitriptilina 

0,932 

2.194 

Anfepramona 

0,447 

1.502 

Benzocai'na 

0,482 

1.549 




Bromazepam 

1,152 

2.660 

Buspirona 

1,498 

3.221 

Cafei'na 

0,670 

1.800 

Carbamazepina 

0,984 

2.283 

Ciclobenzaprina 

0,956 

2.195 

Cinarizina 

1,374 

3.011 

Citalopram 

1,042 

2.380 

Clometiazol 

0,256 

1.234 

Clomipramina 

1,056 

2.407 

Codei'na 

1,039 

2.374 

Dexfenfluramina 

0,256 

1.236 

Dextrometorfano 

0,900 

2.141 

Diazepam 

1,065 

2.425 

Efedrina 

0,345 

1.365 

Estricnina 

1,430 

3.109 

Femproporex 

0,508 

1.583 

Fenfluramina 

0,254 

1.230 

Fluoxetina 

0,707 

1.856 

Flurazepam 

1,238 

2.780 

Haloperidol 

1,320 

2.925 

Imipramina 

0,948 

2.220 

Fevomepromazina 

1,116 

2.525 

Fidocai'na 

0,723 

1.880 

Maprotilina 

1,014 

2.352 

Mazindol 

1,016 

2.346 

Nitrazepam 

1,222 

2.745 

Nordazepam 

1,095 

2.484 

Nortriptilina 

0,942 

2.213 


Paroxetina 

1,133 

2.570 

Sertralina 

1,032 

2.369 

Sibutramina 

0,717 

1.869 

Tioridazina 

1,412 

3.096 

Tramadol 

0,771 

1.951 

Tranikipromina 

0,243 

1.221 

Tri-hexifenidil 

0,968 

2.252 

Venlafaxina 

0,858 

2.083 

Zolpidem 

1,237 

2.780 


Consideragdes sobre o metodo 

Quando a retengao e expressa em t RR , os farmacos avaliados no Quadro 36.2 apresentam um CV% medio de 
0,301 (faixa de 0,055 a 1,824). No entanto, a utilizagao de uma mistura de farmacos para determinar o IR como 
forma de expressar a retengao possibilita obter uma precisao marcadamente superior, com CV% medio de 0,07 
(faixa de 0,01 a 0,18). Alem disso, os valores de IR obtidos sao marcadamente semelhantes aos disponiveis em um 
grande banco de dados de retengao de substancias de interesse toxicologico publicado pela The International 
Association of Forensic Toxicologists (TIAFT) em 1992, demonstrando tambem sua utilidade interlaboratorial. 19 
As diferengas entre os valores de IR determinados e os existentes na publicagao da TIAFT foram de 0 a 21 
unidades de IR, dentro da janela de busca recomendada de ± 25 unidades para identificagao de substancias por CG 
em ATS." 

Assim, esse metodo pode tambem indicar a presenga de substancias alem das descritas no Quadro 36.2, mas que 
se encontrem no banco de dados da TIAFT, especialmente quando associados a outros metodos de analise e um 
processamento computacional adequado. 411 Essa caracteristica e especialmente util quando dados clinicos do 
paciente estao disponiveis, o que pode dispensar a necessidade de uma identificagao quimicamente inequivoca. 17 

■ Analise toxicologica sistematica por cromatografia liquida de alta eficiencia com 
detector de arranjo de diodos 

A cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) e uma tecnica analitica de elevada flexibilidade, o que 
possibilita a analise de compostos de baixa volatilidade e com reduzida estabilidade termica. Alem da sensibilidade 
e reprodutibilidade dos detectores de arranjos de diodos (DAD), a CLAE tern vantagens adicionais para analises 
toxicologicas, como a relativa insensibilidade dos detectores espectrofotometricos a interferentes endogenos, tais 
como colesterol, acido graxos, lipidios e carboidratos, que nao apresentam absorgao significativa de radiagao UV 
acima de 195 mn. Alem disso, nao e necessario isolar os analitos da matriz aquosa, a qual e compativel com as 
fases moveis empregadas em CLAE de fase reversa. 

Considerando essas caracteristicas, sistemas CLAE-DAD sao amplamente empregados em analises de triagem 
toxicologica, associados a bancos de dados de retengao cromatografica e de espectros de varredura. A base de dados 
UV Spectra of Toxic Compounds , 21 desenvolvida pelo grupo do Professor Fritz Pragst do Instituto de Medicina 
Forense de Berlim, por exemplo, contem aproximadamente 3.200 entradas, incluindo tempos de retengao relativos e 
espectros de varredura no ultravioleta, sendo compativel com os softwares de controle de diversos fabricantes de 
equipamentos CLAE-DAD. 

A capacidade de identificagao de sistema CLAE-DAD foi extensivamente avaliada, com base no criterio de 
comprimento medio da lista (CML), definido como o numero de compostos participantes de um banco de dados 
que atendem os criterios de identificagao predefmidos. Herzler et al. (2003)” obtiveram um CML de 1,253, 


considerando um banco de dados de 1.993 substancias, com a combi nagao de espectros de varredura no ultravioleta 
e tempos de retengao relativos em CLAE-DAD. Linden et al. (2010), 11 avaliando o mesmo banco de dados, 
obtiveram CML de 41,6 por meio da combi nagao de tempos de retengao relativos e dos comprimentos de onda de 
absorgao maxima no ultravioleta e um CML de 132,1 quando apenas o tempo de retengao relativo foi utilizado 
como criterio de identificagao. Dessa maneira, as combinagoes dos dados de retengao, juntamente com os espectros 
de varredura no ultravioleta, conferem elevada especificidade para os sistemas CLAE-DAD em analise toxicologica 
sistematica. 

Apesar de diversos metodos para triagem toxicologica por CLAE empregando eluigao por gradiente terem sido 
descritos, a eluigao isocratica costuma ser preferida em virtude da maior reprodutibilidade dos tempos de retengao, 
fundo espectroscopico constante durante a analise, maior reprodutibilidade na quantificagao, alem da possibilidade 
de recirculagao da fase movel. A seguir, e descrito um sistema simples e rapido desenvolvido por Pragst et al. 
(2001) 21 para preparagao de amostras de sangue, soro e plasma, que utiliza extragao liquido-liquido em pH acido e 
basico, bem como precipitagao de proteinas com acetonitrila. O fato de estar associado a uma biblioteca de tempos 
de retengao relativos e de espectros de varredura na regiao da radiagao ultravioleta para aproximadamente 3.200 
compostos e de grande atratividade. 

Reagentes e solucoes 

• Acido cloridrico 

• Diclorometano 

• Agua desionizada 

• Cloreto de amonio 

• Hidroxido de amonio 

• Acetonitrila 

• Di-hidrogenofosfato de potassio 

• Acido fosforico 

• Agua ultrapurificada 

5-(4-metilfenil)-5-fenil-hidantoina (MPPH, padrao interno) 

• Histamina 

Solugao de acido cloridrico 0,1 M: em balao volumetrico de 1.000 mb adicionar 3,8 g 
completar com agua desionizada 

• Tampao tris pH 9,0: dissolver 2,43 g de tris (hidroximetil) aminometano em 100 mb 
ajustar o pH 

• Tampao fosfato pH 2,3: dissolver 6,66 g de di-hidrogenofosfato de potassio e 4,8 g de acido fosforico (85%) 
em 1 b de agua, ajustando o pH para 2,3. 

Equipamento e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) 

• Coluna Lichrospher® 100 RP-8ec (250 x 4 mm), diametro de particula 5 pm. Ease movel: acetonitrila^ tampao 
fosfato pH 2,3 (37:63, v/v). Fluxo: 1 mb/min. Temperatura da coluna: 30°C. Volume de injegao: 50 pb. Faixa 
de aquisigao: 200 a 380 nm. Comprimento de onda monitorado: 225 nm 

• Coluna de guarda Lichrospher® 100 RP-8ec 

• Biblioteca espectral elaborada por Pragst et al. (2001). 21 

Procedimento analitico 

• Extragao basica 

° Adicionar 500 pb de amostra (sangue total, plasma ou soro), 100 pb de tampao pH 9,0 e 400 pb de 
diclorometano em um microtubo de polipropileno de 1,5 mb 
0 Homogeneizar em vortex por 1 min 
° Centrifugar a 10.000 g por 5 min 

0 Separar 200 pb da fase organica e transferir para um tubo de evaporagao 
0 Evaporar o diclorometano a 40°C sob corrente de nitrogenio 


de acido cloridrico e 
de agua purificada e 



° Retomar em 100 pi da fase movel utilizada 
0 Injetar 50 pt no sistema de CLAE 

• Extragao acida 

° Adicionar 500 p! de amostra (sangue total, plasma ou soro), 100 p! de acido clorldrico 0,1 M e 400 p! de 
diclorometano em um microtubo de polipropileno de 1,5 ml 
° Homogeneizar em vortex por 1 min 
° Centrifugar a 10.000 g por 5 min 

° Separar 200 pi da fase organica e transferir para um tubo de evaporagao 
° Evaporar o diclorometano a 40°C sob corrente de nitrogenio 
0 Retomar em 100 pi da fase movel utilizada 
0 Injetar 50 pi no sistema de CLAE 

• Precipitado de proteinas 

0 Adicionar 500 pt de amostra (sangue total, plasma ou soro) e 500 pt de acetonitrila em um microtubo de 
polipropileno de 1,5 ml 
0 Homogeneizar em vortex por 2 min 
° Centrifugar por 5 min a 10.000 g 
° Injetar 50 pi no sistema de CLAE 

• Calibragao dos tempos de retengao 

° Mistura de calibragao: em balao volumetrico de 100 ml, adicionar 10 mg de bista mi na e 10 mg de MPPH. 

Completar o volume com fase movel A 
0 Injetar diariamente a mistura de calibragao 

° Calcular o tempo de retengao relativo para os picos desconhecidos (t RR ) conforme Equagao 5: 


(t R - ^histamina) 

RR (t R MPPH - f R histamina) 


(5) 


• Avaliagao dos achados 

0 Para cada pico desconhecido, calcular o t RR 

° Comparar o espectro obtido com a biblioteca espectral relativa ao tempo de retengao relativo calculado 
(faixa de ± 20%) 

° A identificagao e positiva com similaridade espectral superior a 0,999. Para valores inferiores de 
similaridades, os espectros devem ser comparados visualmente. 

Os t^ e os rendimentos de algumas substancias de relevancia toxicologica sao apresentados no Quadro 36.3. 

Consideraqoes sobre o metodo 

Nesse sistema, o tRR, parametro de retengao cromatografica com maior comparabilidade interlaboratorial que o 
tempo de retengao absoluto, e usado como filtro para restringir a busca na biblioteca espectral, evitando 
interferencias de compostos com espectro UV semelhantes, tais como metabolites. 

A identificagao dos compostos e alcangada pela obtengao de similaridade com espectros de varredura de 
referencia. Embora o uso de biblioteca comercial seja preferido pela sua abrangencia, laboratories individuals 
tambem podem construir seus proprios bancos de dados de retengao cromatografica e espectro de varredura no UV. 

Nesse sistema, a fase movel contendo tarnpao fosfato pH 2,3 e acetonitrila na proporgao 63:37 (v/v) e empregada 
para a maior parte dos compostos, e outras proporgoes, de 80:20 e 37:63 (v/v), sao empregadas para compostos 
com tempos de retengao proximos ao tempo morto e maiores que 30 min, respectivamente. 


Quadro 36.3 Rendimento de extract) e tempos de retengao relativos. 


Farmaco 

Procedimento de extragao 

Rendimento da extra^ao (%) 

Tempo de retengao relativo 

(Trr) 








Acido salici'lico 

Precipitant) 

100 

0,444 

Amitriptilina 

Basica 

56 a 94 

1,367 

Cafefna 

Acida 

80 a 90 

0,126 

Carbamazepina 

Acida 

60 a 80 

0,684 

Clobazam 

Basica 

64 a 83 

1,346 

Clomipramina 

Basica 

73 a 91 

1,662 

Clonazepam 

Basica 

61 a 84 

1,109 

Clozapina 

Basica 

75 a 90 

0,213 

Cocaina 

Basica 

45 a 70 

0,315 

Diazepam 

Basica 

70 a 90 

1,457 

Fenitoi'na 

Acida 

86 a 100 

0.655 

Fenobarbital 

Acida 

50 a 60 

0,626 

Flunitrazepam 

Basica 

95 a 100 

1,384 

Fluoxetina 

Basica 

63 a 92 

1,315 

Ibuprofeno 

Acida 

44 a 56 

0,449 

Imipramina 

Basica 

73 a 91 

0,940 

Levomepromazina 

Basica 

70 a 75 

1,319 

Lidocafna 

Basica 

75 a 90 

0,180 

Maprotilina 

Basica 

70 a 96 

1,079 

Metoprolol 

Basica 

92 a 98 

0,177 

Midazolam 

Basica 

80 a 90 

0,482 

Nortriptilina 

Basica 

70 a 80 

1,127 

Paracetamol 

Precipitant) 

100 

0,121 

Paroxetina 

Basica 

45 a 50 

0,813 

Prometazina 

Basica 

69 a 81 

0,794 

Sertralina 

Basica 

75 a 94 

1,477 

Tramadol 

Basica 

47 a 60 

0,224 

Venlafaxina 

Basica 

73 a 91 

0,296 


Zolpidem 


Basica 


75 a 93 


0,374 


O uso de um solvente organico de polaridade intermediaria possibilita extragoes eficientes para muitos 
compostos, com rendimentos entre 60 e 100%. A precipitagao de protemas e util para casos que envolvam 
substancias de elevada hidrofilia, tais como paracetamol e acido salicllico, que sao extraldas de modo insuficiente 
com diclorometano. 

Determina^ao semiquantitativa dos analitos 

Em investigagoes de “desconhecidos totais”, frequentemente e necessario estabelecer as concentragoes de uma 
ampla diversidade de analitos para a devida interpretagao toxicologica. Contudo, metodos validados nao estao 
disponiveis para todos os compostos possiveis, especialmente aqueles identificados de modo eventual. Alem disso, 
especialmente em toxicologia clinica, um desvio do valor real pode ser tolerado, considerando, para muitos 
compostos, a significativa diferenga entre concentragoes terapeuticas/nao toxicas e aquelas relacionadas com 
intoxicagoes. 

A grande estabilidade dos detectores DAD, associada a proporcionalidade entre concentragoes e absorgao no 
ultravioleta em uma ampla faixa de concentragoes, torna possivel o uso de estimativas semiquantitativas de 
concentragoes de maneira eficiente. Para tanto, sao empregadas areas de picos obtidos com a injegao de 1 pg de 
cada substancia (injetando 10 pb de uma solugao contendo a substancia na concentragao de 100 pg/m £) e o 
rendimento da extragao, conforme as equagoes ad i an lev No caso da precipitagao de protemas, estima-se um 
rendimento de 100% (que deve ser verificado experimentalmente): 

• Extragao com diclorometano 


area do pico na amostra x 400 

Concentracao (ixe/m () = -;- 3 — : — 3 — ; - 3 - (6) 

° area do pico de 1 |xg do 

analito x vol. injegao (p.0 x 

rendimento de extragao 


• Precipitagao com acetonitrila 1:1 

area do pico na amostra x 2.000 

Concentracao (ixc/m C) = -;- 3 — : — 3;3 - (7) 

° area do pico de 1 |xg do 

analito x vol. injegao (jxO 


Referencias bibliograficas 

1. de ZEEUW, R.A. Drug screening in biological fluids. The need for a systematic approach. Journal of Chromatography B, v. 689, n. 1, 
p. 71-79, 1997. 

2. de ZEEUW, R. A.; HARTSTRA, J.; FRANKE, J. R Potential and pitfalls of chromatographic techniques and detection modes in 
substance identification for systematic toxicological analysis. Journal of Chromatography A, v. 674, p. 3-13, 1994. 

3. LINDEN, R.; FASSINA, V. Analise toxicologica sistematica em toxicologia forense. Revista Brasileira de Toxicologia, v. 16, n.l, p. 
35-48, 2003. 

4. LINDEN, R. et al. Identificagao de substancias em analise toxicologica sistematica atraves de um sistema informatizado para calculo 
de parametros cromatograficos e busca em base de dados. Quimica Nova, v. 30, n. 2, p. 468-475, 2007. 

5. MUELLER, C.A. et al. Development of a multitarget screening analysis for 301 drugs using a QTrap liquid chromatography/tandem 
mass spectrometry system and automated library searching. Rapid Communications in Mass Spectrometry, v. 19, n. 10, p. 1332-1338, 
2005. 

6. OJANPERA, I. et al. Application of accurate mass measurement to urine drug screening. Journal of Analytical Toxicology, v. 29, n. 
l,p. 34-40, 2005. 

7. POOLE, C. F. Thin-layer chromatography. In: Clarke’s analysis of drugs and poisons. 4 ed. Londres: Pharmaceutical Press, 2011. p. 
600-635. 

8. de ZEEUW, R.A. et al. Thin-layer chromatographic Rf values of toxicologically relevant substances on standardized systems, second 
ed., VCH, Weinheim, 1992. 





9. HEGGE, H. F. J.; FRANKE, J. P.; de ZEEUW, R. A. Combined infonnation from retardation factor (Rf) value and color reactions on 
the plate greatly enhances the identification power of thin-layer chromatography in systematic toxicological analysis. Journal of 
Forensic Science, v. 36, p. 1094-1101, 1991. 

10. LINDEN, R.; KELLERMANN, E. Internet based computer processing of thin-layer chromatography data in systematic toxicological 
analysis. T1AFT Bulletin, v. 40, n. 3, p. 21-22, 2011. 

11. LINDEN, R. et al Computer assisted substance identification in systematic toxicological analysis: New life for old methods? Forensic 
Science International, v. 202, p. 53-60, 2010. 

12. MANCA, D.; FERRON, U.; WEBER, J. A system for toxicological screening by capillary gas chromatography with use of a drug 
retention index based on nitrogen-containing reference compounds. Clinical Chemistry, v. 35, n. 4, p. 601-607, 1989. 

13. DRUMMER, O. H. et al. Capillary gas chromatographic drug screen for use in forensic toxicology. Journal of Analytical Toxicology, 
v. 18, n. 3, p. 134-138, 1994. 

14. RASANEN, 1. et al. The advantage of dual-column approach and retention indices combined with refined reporting in gas 
chromatographic drug screening. Journal of High Resolution Chromatography, v. 19, n. 6, p. 313-321, 1996. 

15. SANCHEZ DE LA TORRE, C. S.; MARTINEZ, M. A.; ALMARZA, E. Determination of several psychiatric drugs in whole blood 
using capillary gas-liquid chromatography with nitrogen phosphorus detection: comparison of two solid phase extraction procedures. 
Forensic Science International, v. 155, n. 2-3, p. 193-204, 2005. 

16. RASANEN, 1. et al Precise gas chromatography with retention time locking in comprehensive toxicological screening for drugs in 
blood. Journal of Chromatography B, v. 788, n. 2, p. 243-250, 2003. 

17. GERGOV, M. et al. Validation and quality assurance of a broad scale gas chromatographic screening method. Problems of Forensic 
Science, v. 43, p. 70-78, 2000. 

18. TURCANT, A. et al. Screening for neutral and basic drugs in blood by dual fused-silica column chromatography with nitrogen- 
phosphorus detection. Clinical Chemistry, v. 34, n. 7, p. 1492-1497, 1988. 

19. de ZEEUW, R.A. et al Gas chromatographic retention indices of toxicologically relevant substances on packed or capillary columns 
with dimethylsilicone stationary phases. 3 ed. VCH Verlagsgesellschaft: Weinheim, 1992. 

20. L1ZOT, L.F. et al Determinacjao rapida de farmacos basicos em plasma por cromatografia a gas com detector de nitrogenio e fosforo. 
QuimicaNova, v. 35, p. 1222-1227, 2012. 

21. PRAGST, F. et al. UV spectra of toxic compounds. 4 ed. Berlin: Verlag Dr. Dieter Helm, 2001. 1042 p. 

22. HERZLER, M.; HERRE, S.; PRAGST, F. Selectivity of substance identification by HPLC-DAD in toxicological analysis using a UV 
spectra library of 2,682 compounds. Journal of Analytical Toxicology, v. 27, p. 233-242, 2003. 

23. PRAGST, F. et al U V spectra of toxic compounds. Supplement 2007. Berlin: Berlin Toxicological Chemistry, 2007. 



Capitulo 37 

Fenobarbital | Determinate) em Sangue, Plasma ou 

Soro por Espectrofotometria 


Rosangela Gongalves Peccinini 


Introdu^ao 

O fenobarbital (acido 5-etil-5-fenil barbiturico) e um barbiturico de agao prolongada que, apos 100 anos de 
introdugao no mercado, ainda e amplamente utilizado no tratamento das convulsoes tonico-clonicas generalizadas e 
convulsoes parciais simples com sintomas motores. 12 Alem da relevante aplicagao terapeutica, o farmaco apresenta 
importancia toxicologica, uma vez que frequentemente e associado a intoxicagoes agudas. 2 

O farmaco foi sintetizado no inicio do seculo 20 por Emil Fischer, 4 pela adigao de um radical etila e um fenila na 
posigao do carbono 5 do acido barbiturico. 5 O radical fenila confere consideravel lipossolubilidade a molecula em 
comparagao com outros barbituricos e tambem seletiva atividade anticonvulsivante. Apresenta-se como solido 
cristalino branco, com peso molecular de 232,2; constante de dissociagao (pKJ 7,4 e ponto de fusao entre 174 e 
178°C. Na forma de acido livre, sua solubilidade e de 1:1.000 em agua, 1:40 em eter etilico e cloroformio e 1:10 
em etanol. Na forma de sal sodico, apresenta solubilidade de 1:3 em agua, 1:25 em etanol e e praticamente insoluvel 
em eter e cloroformio. 6 

Os barbituricos apresentam agao depressora pela ativagao das sinapses gabaergicas (particularmente sobre os 
receptores GABAa) com consequente aumento na permeabilidade da membrana celular ao cloro e diminuigao da 
resposta dos canais de calcio, que sao voltagem-dependentes. Outro mecanismo envolvido na atividade depressora 
dos barbituricos e a capacidade inibitoria sobre os efeitos despolarizantes do glutamato, especificamente sobre os 
receptores do acido propionico a-amino-3-hidroxi-5-metil 4-isoxazol (AMPA). 1 O sistema nervoso central (SNC) 
apresenta consideravel suscetibilidade a essas agoes, e os efeitos observados apos administragao oral ou parenteral 
de barbituricos alcangam o espectro de leve sedagao a anestesia geral, com intensidade de efeitos dose-dependente. 

Os efeitos adversos mais frequentes do fenobarbital sao: sedagao, ataxia, fadiga, disfungao cognitiva, disartria, 
nistagmo e cefaleia. Na intoxicagao aguda, o quadro clinico e caracterizado por depressao respiratoria, coma e 
hipotensao. A exposigao fetal aos barbituricos pode levar a dificuldade no desenvoivimento mental pos-natal. ' 

Uma vez que, em geral, o tratamento medicamentoso das epilepsias e prolongado (meses a anos), recomenda-se 
iniciar a monoterapia e aumentar gradualmente a dose ate a obtengao do efeito desejado, preferencialmente com a 
realizagao de monitoramento terapeutico. A dose oral diaria de fenobarbital recomendada para o efeito 
anticonvulsivante e de 2,5 a 5 mg/kg em neonatos; 3 a 4,5 mg/kg em criangas menores de 10 anos e 1,5 a 2 mg/kg 
para pacientes com idade superior. 

Disposi^ao no organismo 


A biodisponibilidade oral do fenobarbital em humanos e de cerca de 100%; no entanto, as concentragoes 





plasmaticas maximas sao alcangadas somente horas apos a administragao; o sal sodico e absorvido mais 
rapidamente que o correspondente acido livre, principalmente na ausencia de alimentos no trato digestorio. 9 

As concentrates plasmaticas desejadas para o efeito anticonvulsivante estao entre 15 e 40 pg/m£. 10 A ligagao do 
farmaco as protelnas plasmaticas e de aproximadamente 50%; a distribuigao leva a maiores concentragoes do 
farmaco no SNC, tecido hepatico e rins, e seu volume de distribuigao (Vd) e de aproximadamente 0,7 1/kg.' 1 

Atravessa a barreira placentaria eficientemente, de tal modo que as concentragoes plasmaticas fetais sao 
semelhantes aquelas encontradas no plasma materno. 11 A eliminagao do fenobarbital e essencialmente hepatica e 
ocorre principalmente pela hidroxilagao do grupamento fenila ligado ao carbono 5, levando a formagao de p- 
hidroxifenobarbital, produto que nao apresenta atividade hipnotica. As enzimas microssomais envolvidas na 
biotransformagao do fenobarbital sao CYP2C9, CYP2C19 e CYP2E1. 1 A meia-vida de eliminagao (t A p) e cerca de 
120 h em neonatos (de 0 a 4 semanas de idade), 60 h em criangas ate 10 anos e de 100 h em adultos. 9 A 
administragao continua de fenobarbital pode levar a indugao de sistemas enzimaticos hepaticos responsaveis pela 
biotrans formagao de outros farmacos, com consequencias sobre os seus perfis farmacocineticos. As isoformas 
CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9 e CYP3A sao reconhecidamente suscetiveis aos efeitos indutores do fenobarbital. 9 
Cerca de 30% do fenobarbital administrado sao eliminados na urina na forma inalterada, 9 aproximadamente 45% na 
forma de p -hidroxifenobarbital e 25% na forma de fenobarbital conjugado com acido glicuronico. 444 O clearance 
renal em criangas menores de 12 anos e de 8 mf/kg.h e, em individuos com idade superior, e de 4 mt/kg.h. 1 A 
eliminagao renal do fenobarbital na forma inalterada e pH-dependente (a alcalinizagao leva ao aumento da excregao 
do farmaco) e esta caracteristica possibilita o uso da diurese alcalina no tratamento das intoxicagoes agudas. 9 

Finalidadeda analise 

A determinagao das concentragoes plasmaticas de fenobarbital constitui importante ferramenta para o auxilio 
diagnostico das intoxicagoes agudas - assim como para o acompanliamento da evolugao desses casos. 14 

Para esses fins, a determinagao de fenobarbital em material biologico tern sido descrita pela utilizagao de tecnicas 
simples, como a cromatografia em camada delgada (CCD), espectrofotometria na regiao do ultravioleta e 
imunoensaiost 

Metodo analitico 

A determinagao de fenobarbital em material biologico por espectrofotometria na regiao do ultravioleta e um 
metodo simples, que pode ser aplicado com a finalidade de auxilio diagnostico e acompanliamento das intoxicagoes 
agudas por fenobarbital. 

■ Fundamento do metodo 

Esse metodo baseia-se nas diferengas de absortividade que as formas de ressonancia dos barbituricos apresentam 
quando em solugoes alcalinas sob diferentes pH. Essas diferengas podem ser observadas em diversos 
comprimentos de onda (A) com intensidades variaveis e de acordo com a estrutura molecular do barbiturico. 164 O 
metodo e aplicavel para a determinagao de todos os barbituricos, exceto para os //-met i I ados e tioderivados. 16 

■ Amostragem 

A determinagao de fenobarbital por esse metodo analitico pode ser realizada em amostras de sangue total, plasma 
(utilizando oxalato de sodio como anticoagulante) e soro. 1 ’ 

■ Reagentes e solugoes 

• Solugao padrao de fenobarbital de preparo recente (50 pg/mf) - dissolver 5 mg de fenobarbital em cerca de 50 

mf de agua destilada, adicionar 0,5 m£ de NaOH e completar o volume para 100 m£ com agua destilada 

• NaOH 0,45N - dissolver 1,8 g de hidroxido de sodio p.a. em 1 l de agua destilada 

• NH 4 C1 16% - dissolver 16 g de NH 4 C1 em 100 m£ de agua destilada 

• HC1 0,5 N - diluir 42 m£ de HC1 concentrado para 1 £ com agua destilada 




Cloroformio p.a. 

Sulfato de sodio anidro p.a. 


■ Equipamento 

Espectrofotometro de duplo feixe operando em comprimento de onda de 260 nm. 


■ Procedimento analitico 

Transferir de 1 a 5 m I da amostra para um funil de separagao e ajustar o pH para 6 a 7,5 com solugao de HC1 
0,5 N ou solugao de NaOH 0,45 N 

• Adicionar 50 mf de cloroformio e agitar vigorosamente por 3 min 

• Centrifugar por 5 min a 3.000 rpm 

• Descartar a fase aquosa e filtrar a fase organica sobre sulfato de sodio anidro, recolhendo e anotando o volume 
total obtido em proveta graduada 

Transferir o volume total de cloroformio obtido para um funil de separagao e adicionar 5 mf da solugao de 
NaOH 0,45 N. Agitar vigorosamente por 3 min 

• Centrifugar por 5 min a 3.000 rpm 

• Transferir 2 mf da fase aquosa alcalina para duas cubetas de quartzo e adicionar 1 mf da solugao de NH 4 C1 
16% a uma das cubetas (A) e 1 mf de NaOH 0,45 N a outra cubeta (B) 

Efetuar a leitura da absorvancia em 260 nm utilizando a cubeta A contra B para obter a leitura diferencial 

• Fazer o mesmo procedimento analitico para a solugao padrao de fenobarbital 

• Calcular a concentragao do fenobarbital na amostra utilizando a seguinte equagao: 


Fenobarbital (p-g/mO = 


A X B X C X D 
E X F X G 


Em que A: absorvancia diferencial da amostra desconhecida; B: concentragao do padrao de fenobarbital utilizado 
como referenda em pg/mf; C: volume do extrato cloroformico coletado da solugao padrao de fenobarbital (mf); D: 
volume de solugao padrao de fenobarbital utilizada no procedimento analitico (m f ); E: volume do extrato 
cloroformico coletado da amostra desconhecida (mf); F: absorvancia diferencial do padrao de fenobarbital; G: 
volume da amostra utilizada no procedimento analitico (mf). 


Interpreta^ao analitica 

A correlagao entre concentragoes plasmaticas de fenobarbital e controle das convulsoes apresenta grande 
variabilidade interindividual, uma vez que o farmaco induz a tolerancia farmacodinamica. 7 No entanto, 
concentragoes sanguineas entre 15 e 40 pg/mf tern sido consideradas dentro da faixa terapeutica. 1(119 Concentragoes 
plasmaticas acima de 60 pg/mf tern sido relacionadas com casos graves de intoxicagao aguda 1 e concentragoes 
plasmaticas de 100 a 150 pg/mf sao consideradas potencialmente letais. |Q 


Outros metodos 

O monitoramento terapeutico tern sido utilizado para pacientes com epilepsia, uma vez que os anticonvulsivantes 
sao farmacos de uso a longo prazo e apresentam extensa variabilidade de respostas interindividuais. 2 " Ele e 
indicado apos o inicio do tratamento, o ajuste de dose e a obtengao da resposta clinica desejada; para determinar a 
magnitude de uma alteragao de dose; quando a toxicidade e de dificil avaliagao clinica; quando as convulsoes 
persistem apesar do uso da dose adequada; quando a variabilidade farmacocinetica e esperada; quando ocorre 
mudanga na fonnulagao; quando ha mudanga inesperada na resposta clinica ou quando ha suspeita de pouca adesao 
ao tratamento. 

Contudo, o monitoramento terapeutico requer a aplicagao de tecnicas analiticas mais sofisticadas e que exigem 
maior infraestrutura laboratorial para a sua execugao. Entre as principals tecnicas analiticas utilizadas para o 





monitoramento terapeutico estao a cromatografia Hquida de alta eficiencia (CLAE) com detector de ultravioleta 
visivel (CLAE-UV/Vis) 21 ou acoplado a espectrometro de massas (CLAE-EM), 22 a cromatografia gasosa (CG), 23 a 
eletroforese capilar (EC) 24 e os imunoensaios. 2 

Diversos autores tern sugerido o uso de outras matrizes alem do sangue ou plasma para o monitoramento 
terapeutico de fenobarbital. 26 Este pode ser encontrado nas lagrimas, cuja concentragao representa a fragao da 
concentragao plasmatica nao ligada a proteinas. Essa matriz e considerada de composigao mais homogenea e 
constante; contudo, a coleta do volume necessario para a analise pode ser de dificil obtengao em adult os. 2 7,28 

O suor tambem pode ser utilizado para analise de fenobarbital por meio de um adesivo de coleta de suor; esse 
metodo, no entanto, e util apenas para registrar o uso do farmaco durante o uso do adesivo coletor. A concentragao 
nessa matriz tambem representa a fragao da concentragao plasmatica nao ligada a proteinas; contudo, a determinagao 
nessa matriz nao apresenta aplicagao no monitoramento terapeutico. 29 

O fenobarbital, entre outros anticonvulsivantes, tern sido bem estudado no fluido cerebrospinal, cujas 
concentragoes geralmente refletem a concentragao plasmatica nao ligada a proteinas. Essa matriz e importante 
devido a alta correlagao com as concentragoes cerebrais, diretamente relacionadas com o efeito farmacologico. A 
principal restrigao para seu uso no monitoramento e o procedimento invasivo de coleta. 30 

Outra matriz muito estudada para a realizagao do monitoramento terapeutico e a saliva, pois apresenta vantagens 
como a coleta simples, nao invasiva e mais barata, e pelo fato de as concentragoes salivares geralmente 
representarem a quantidade nao ligada no plasma. Outra vantagem e que os metodos de analise em plasma podem 
facilmente ser adaptados para essa matriz. No entanto, a utilizagao da saliva apresenta desvantagens como possivel 
contaminagao do material com o farmaco ainda nao absorvido, volume insuficiente, dificuldade na pipetagem 
devido a sua viscosidade e resistencia do paciente a coleta. 2 '' 

As concentragoes de fenobarbital na saliva estao na faixa de 0,07 a 23,2 pg/mf e as relagoes salivaiplasma na 
faixa de 0,27 a 0,43. 4 O fenobarbital e um acido fraco e o seu grau de ionizagao e sensivel as variagoes de pH. Pelo 
fato de a constante de ionizagao do fenobarbital estar proxima do pH fisiologico (pK a = 7,2) e o pH da saliva estar 
na faixa entre 5,8 e 7,8, tern sido sugerido que a determinagao de fenobarbital na saliva requer a corregao do pH 
mais cuidadosamente, para que se obtenha melhor correlagao com as suas concentragoes sericas.' 
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Introduce) 

A fluoxetina e um antidepressivo do grupo dos inibidores seletivos da recaptura da serotonina, largamente 
utilizado desde sua introdugao na clinica medica, em 1988. 1 No mercado, e encontrada na forma de cloridrato de 
fluoxetina (cloridrato de N-metil-8-[4-(trifluorometil)fenoxi]-benzenopropanamina), comercializada principalmente 
em capsulas contendo 20 mg do farmaco, e tambem em comprimidos ou solugoes. 2 

Trata-se de um dos antidepressivos mais utilizados em todo o mundo, e seu emprego e recomendado para uso em 
patologias diversas, tais como: depressao moderada a grave, transtomo obsessivo-compulsivo, bulimia nervosa, 
transtorno do panico, transtorno bipolar, sindrome pre-menstrual e em algumas neuropatias. 23 Em geral, as doses 
administradas sao de 20 a 40 mg/dia, com variagoes posologicas de 5 a 50 mg/dia, podendo alcangar ate valores de 
80 mg/dia. 4 

A fluoxetina tern agao seletiva bloqueando a recaptura de serotonina (5-HT) nos receptores 5-HT b 5-HT 2 e 5- 
HT 3 , e elevando a concentragao de serotonina na fenda sinaptica. Ela age bloqueando o transporte neuronal da 
serotonina a curto e a longo prazo, acarretando respostas secundarias complexas. A estimulagao dos receptores 5- 
HT 3 contribui para os efeitos adversos mais comuns, os gastrintestinais e sexuais. 4 
Os principais efeitos adversos da fluoxetina sao: 4 ' 2 

• No sistema nervoso central: ansiedade, insonia, nervosismo, sonolencia, transtorno cognitivo, tonturas, 
alteragoes visuais, cansago, pesadelos, tremores, mania e convulsao 

• No sistema respiratorio: dor toracica, tosse, dificuldade respiratoria 

• No sistema cardiaco: taquicardia 

• No sistema gastrintestinal: nauseas, diarreias, vomitos, perda ou aumento do apetite, perda de peso, dor 
epigastrica, alteragao do paladar, constipagao intestinal, flatulencia, boca seca 

• No sistema geniturinario: redugao da libido, impotencia, dor menstrual 

• Na sindrome dermatologica: alopecia, fotossensibilidade, exantema, urticaria, reagao alergica, dermatite 
alergica, sindrome semelhante a doenga do soro 

• Outros: aumento da sudorese, febre, calafrios, mialgia, dor articular, congestao nasal, hipoglicemia, 
hiponatremia, linfadenopatia. 

Os efeitos adversos da fluoxetina sao quase sempre leves, ocorrendo no inicio do tratamento, sendo dose- 
dependentes; podem desaparecer com a continuagao do tratamento. Em alguns casos, ha necessidade de redugao da 




dosagem ou de substituigao do farmaco. 


Disposigao no organismo 

Apos a administragao oral, a fluoxetina e absorvida quase completamente, com ou sem alimentos; e uma 
molecula lipossoluvel que atravessa facilmente as membranas biologicas. A fluoxetina apresenta efeito de primeira 
passagem e biodisponibilidade abaixo de 90% (cerca de 70% em media) com alta ligagao as proteinas plasmaticas, 
em torno de 94%; seu volume de distribuigao e de 14 a 100 f/kg, o que indica acumulo nos tecidos, principalmente 
nos pulmoes. 4,6 

Na biotransformagao, a fluoxetina passa por N-desmetilagao pela isoenzima CYP2D6 do citocromo P450, 
formando um metabolito ativo, a norfluoxetina, a qual tern atividade farmacologica semelhante a fluoxetina. 4 ' 

A fluoxetina e norfluoxetina sao misturas racemicas, sendo os dois enantiomeros ativos no bloqueio do 
transporte da serotonina; os (S)-enantiomeros desses farmacos parecem ser mais potentes do que os 
correspondentes (R)-enantiomeros, principalmente para os da norfluoxetina. Os (S)-enantiomeros sao eliminados 
mais lentamente e predominam no plasma no estado de equilibrio dinamico (steady state). As diferengas na 
biotransformagao desses enantiomeros podem dificultar o estabelecimento da relagao dose-efeito para a fluoxetina 
entre os pacientes. 8 

A fluoxetina nao apresenta farmacocinetica linear, pois inibe sua propria biotransformagao pelos seus efeitos 
inibitorios no citocromo P450 - CYP2D6, quando usada frequentemente. Ela e eliminada, preferencialmente, pela 
via renal com um tempo de meia-vida de 1 a 4 dias (depuragao de 0,5 f /min); as aminas N-desmetiladas sao 
eliminadas mais lentamente, podendo conservar a atividade farmacologica. 7 A norfluoxetina apresenta agao 
prolongada com um tempo de meia-vida entre 7 e 10 dias, podendo requerer varias semanas para ser eliminada; 
tambem compete pelas CYP hepaticas e, dessa maneira, eleva os niveis sanguineos de outros farmacos. 1 ' 4 

Estudo da farmacocinetica da fluoxetina, administrada a voluntaries (n = 22) em dose unica de 40 mg, foi 
publicado por Zhu et al. (2009). 4 Os parametros obtidos, expressos em valores medios ± desvio padrao, foram: 

• Para a fluoxetina: concentragao plasmatica maxima (C mfa ) de 44,9 ±11,4 ng/mf apos aproximadamente 7,4 h; 
area sob a curva (AUC 0 _ 480 h ) de 2.870,5 ± 989,8 ng.h/mf; meia-vida de eliminagao terminal (t 1/2 p) de 69,4 ± 
13,1 h 

• Para a norfluoxetina: concentragao plasmatica maxima (C m4x ) de 28,4 ± 8,2 ng/mf apos cerca de 78,6 h; area 
sob a curva (AUC 0 _ 480 h) de 9.645,0 ± 2.872,0 ng.li/mf; meia-vida de eliminagao terminal (t 1/2 p) de 164,5 ± 43,5 

h. 

Finalidadeda analise 

A determinagao das concentragoes plasmaticas da fluoxetina pode ser util no monitoramento terapeutico de 
pacientes em uso prolongado de fluoxetina. Ainda que este farmaco seja considerado relativamente seguro, existem 
variagoes individuals nas suas concentragoes plasmaticas; alem disso, ocorre formagao de um metabolito ativo, a 
norfluoxetina, cujos teores, tambem variaveis, devem ser monitorados. A analise e ainda de interesse em estudos de 
biodisponibilidade e de bioequivalencia; no diagnostico laboratorial de suspeita de uso de medicamento com 
finalidade suicida ou, ainda, de intoxicagoes intencionais ou acidentais envolvendo o farmaco; em estudos de 
farmacocinetica, em animais ou em humanos; em ensaios de toxicidade subcronica ou cronica, a fun de se 
relacionar a concentragao plasmatica ou tecidual com os efeitos adversos, entre outros. 

Metodo anahtico 

As concentragoes plasmaticas de fluoxetina e norfluoxetina costumam ser muito baixas, na ordem de ng/mf. 
Portanto, para sua determinagao, sao requeridas tecnicas analiticas com baixos limites de quantificagao. 

A determinagao de fluoxetina e norfluoxetina por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) e o metodo 
atualmente mais empregado quando utiliza amostras biologicas. O preparo de amostras de plasma e etapa 





importante no metodo, a fim de permitir a extragao e, se possivel, a concentragao dos analitos previamente a 
identificagao cromatografica. A microextragao em fase liquida empregando membrana cilindrica oca (HF-LPME, 
hollow fiber-liquid phase microextraction) e uma tecnica de introdugao relativamente recente nas analises 
toxicologicas. E uma miniaturizagao da extragao liquido-liquido e considerada simples, de baixo custo, 
ambientalmente amigavel, pois requer volumes baixlssimos de solvente organico, alem de ser tecnica de elevado 
enriquecimento. 10 

■ Fundamento do metodo 

O preparo de amostras pela tecnica de HF-LPME de 3 fases, formato em “U”, tern por base a extragao dos 
analitos, em sua forma nao dissociada (plasma alcalinizado), pelo eter n-hexilico (fase extratora) contido nas 
paredes da membrana, sendo os analitos desta fase reextraidos pelo acido cloridrico 20 mM (fase aceptora), 
presente no interior da membrana. Esta fase e injetada diretamente no CLAE. A identificagao e a quantificagao dos 
analitos sao realizadas usando-se a venlafaxina como padrao interno e o detector por fluorescencia em 230 mn 
(excitagao) e 290 nm (emissao). 11 

■ Amostragem 

Na otimizagao do metodo, usa-se um pool de amostras de voluntaries, livres de qualquer farmaco, fornecidas por 
voluntaries e armazenadas a -20°C ate o momenta de serem usadas. 

A amostragem de plasma de pacientes vai depender do objetivo da analise. Para o monitoramento terapeutico, a 
amostra deve ser coletada imediatamente antes da ingestao da proxima dose (concentragao vale). As amostras de 
plasma destinadas a analise de fluoxetina podem ser armazenadas a -20°C por, ao menos, 2 semanas. 12 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugoes-estoque de fluoxetina {fluoxetine hydrochloride 98%), norfluoxetina {norfluoxetine hydrochloride > 
97%) e venlafaxina {venlafaxine hydrochloride > 98%), padrao interno: preparar solugoes padrao a 1 pg/mt em 
metanol 

Solugao padrao de trabalho de fluoxetina a 10 mg/mf e usada na otimizagao da tecnica de HF-LPME. Para a 
validagao do metodo, preparar solugoes padrao de uso de fluoxetina e norfluoxetina nas concentragoes de 0,25; 
0,5; 1,5; 2,5; 5; 10 e 25 pg/mf e de venlafaxina a 2,5 pg/mf, todas em metanol. Nota : todas as solugoes padrao 
devem ser armazenadas a -20°C e protegidas da luz durante todo o procedimento. Em estudo de estabilidade da 
fluoxetina e norfluoxetina em solugoes, de acordo com Binsumait et al. (2001), 12 as solugoes metanolicas sao 
estaveis por ate 5 semanas e aquelas aquosas por ate 3 semanas, quando conservadas a -20°C 
Eter /7-hexilico, p.a. 

• Acido cloridrico 20 mM 

• Hidroxido de sodio 5 M 

• Metanol grau HPLC 

• Acetonitrila grau HPLC 

• Acetato de sodio, p.a. 

Agua ultrapura (sistema de purificagao Milli-Q®) 

• Fase movel: tarnpao acetato de sodio 0,005 M/f 

pH 4,5: acetonitrila (50:50, v/v). Esta fase deve ser filtrada a vacuo antes do uso e desgaseificada em sistema de 
ultrassom. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia - CLAE, equipado com bomba isocratica, fomo de colunas, injetor 
automatico 

• Detector por fluorescencia em 230 nm de excitagao e 290 nm de emissao 

• Estagao de processamento de dados ( chemstation ) 

• Coluna cromatografica de fase reversa (125 x 4 nun x 5 pm) LiChrospher® 60 RP-select B, operando a 25°C. 
Fase movel: tarnpao acetato de sodio 0,005 M pH 4,5 e acetonitrila (50:50, v/v) em uma vazao de 0,6 mf/min. 



Volume de injegao de 50 pb 

• Membranas microporosas de polipropileno (Accurel® PP Q 3/2, Wuppertal, Alemanha), de 600 pm de 
diametro interno, 200 pm de espessura de parede e 0,2 pm de tamanho do poro. Para configuragao em formato 
de “U”, foram usadas duas micros seringas conectadas nas extremidades como suporte para a membrana (uma 
seringa para introduzir e a outra para remover a solugao aceptora) (Figura 38.1) 

• Frascos de vidro com capacidade de 6 mb 

• Agitadores magneticos com programagao automatica de rotagao em rpm e barra de agitagao magnetica de 1 cm 

• Microsseringas de 25 e 50 pb 

Sistema de ultrapurificagao de agua (Milli-Q®) 

• Sistema de filtro de vidro para filtragao a vacuo (Millipore®) 

• Potenciometro 

• Centrifuga 

• Lavadora ultrassonica. 

■ Procedimento analftico 12 

• Colocar em um frasco de vidro de 6 mb: 1 mb de plasma adicionado de padrao interno (50 ng/mb) e 100 pb de 
solugao aquosa de hidroxido de sodio 5 M; completar para 5 mb com agua purificada Milli-Q® (solugao 
doadora) 

• Imergir uma membrana de polipropileno de 7 cm, fixada por uma das extremidades com o apoio de uma 
micros seringa, no eter n-hexilico por 10 s; remover o excesso de solvente em banho ultrassonico durante 15 s 

• Introduzir 20 pb da solugao de acido cloridrico 20 mm (fase aceptora) no interior da membrana com o auxilio 
de uma micros seringa 

• Mergulhar o sistema na solugao doadora (matriz plasmatica) e iniciar a extragao, sob agitagao constante, por 45 
min a 1.400 rpm 

• Recolher a fase aceptora do interior da membrana usando uma microsseringa e transferi-la para um bequer 
afunilado. Adicionar fase movel q.s.p. 100 pb 

• Agitar em vortex e transferir todo o conteudo para um frasco de 200 pb 

• Injetar 50 mb no sistema cromatografico. 

Nas condigoes experimentais otimizadas, o tempo de retengao da fluoxetina relativo a venlafaxina foi de 1,9 ± 
0,05 min e da norfluoxetina, de 1,5 ± 0,03 min. O tempo total de corrida foi de 21 min (Figura 38.2). 

Curvas analiticas para fluoxetina e norfluoxetina 

A construgao das curvas analiticas e realizada pelo uso de amostras de plasma “branco”, adicionadas de 
fluoxetina e norfluoxetina para obtengao de concentragoes de 5, 10, 20, 50, 100, 200 e 500 ng/mb, todas 
adicionadas de 50 ng/mb de venlafaxina (padrao interno, PI), em sextuplicata por concentragao. As amostras sao 
submetidas ao procedimento analitico descrito anterionnente. 






Figura 38.1 Sistema de microextragao em fase liquida empregando membrana cilindrica oca (HF-SPME), formato 
em “U”. 13 
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Figura 38.2 Cromatograma de amostra de paciente sob tratamento com 40 mg/dia de fluoxetina. Sendo (1) 
venlafaxina, padrao interno, (2) norfluoxetina e (3) fluoxetina. 13 


■ Para metros de valida^ao 

A validagao do metodo, realizada de acordo com parametros preconizados pela Agencia Nacional de Vigilancia 
Sanitaria (Anvisa), 1 ' mostrou os seguintes resultados: 

• Linearidade, entre 5 e 500 ng/mf. R 2 = 0,9999 (fluoxetina) e R = 0,9962 (norfluoxetina) 

• Limite de quantificagao (LQ), de 5 ng/mf para ambos os analitos 

• Precisao intraensaio e interensaio para concentragoes de 20, 80 e 160 ng/mf, CV intraensaio entre 2,1 e 4,9% 
(fluoxetina) e entre 3,2 e 5,4% (norfluoxetina); CV interensaio entre 1,5 e 7,7% (fluoxetina) e entre 4,0 e 
13,0% (norfluoxetina) 

• Exatidao (expressa pela relagao entre a concentragao media determinada experimentalmente e a concentragao 














teorica correspondente) para concentragoes de 20, 80 e 160 ng/m£, entre 104 e 110% (fluoxetina) e entre 109 e 
118% (norfluoxetina) 

• Recuperagao relativa para concentragoes de fluoxetina e norfluoxetina de 10, 50 e 200 ng/mf (calculada pela 
relagao das respostas obtidas com amostras de plasma branco, fortificadas com os analitos e o PI e extraidas 
com as resultantes de amostras de plasma branco, extraidas e fortificadas ao final de cada processo; ou seja, nos 
extratos provenientes da LPME, solugao aceptora), de 70,9 ± 5,8% (fluoxetina) e de 59,7 ± 7,8% 
(norfluoxetina) 

• Estabilidade dos analitos na solugao aceptora acida, mantida no autoinjetor, utilizando solugoes padrao de 
norfluoxetina e fluoxetina e do padrao interno, todos na concentragao de 50 ng/mf, de 12 h 

• Seletividade - avaliada pela analise de amostras de plasma hemolisado e lipemico, e de amostras fortificadas 
com diazepam, nordiazepam, cafeina e nicotina, nas condigoes otimizadas do metodo - foi satisfatoria, e 
nenhuma interferencia foi observada nos experimentos. 

Interpreta^ao anah'tica 

As concentragoes sericas dos antidepressivos que se correlacionam significativamente com os efeitos clinicos nao 
estao estabelecidas com confianga, exceto para aqueles do grupo dos triciclicos. 4 Apos 30 dias de ingestao diaria de 
40 mg de fluoxetina, sao observadas concentragoes plasmaticas de fluoxetina entre 91 e 302 ng/mf e de 
norfluoxetina, entre 72 e 258 ng/mf. 15 Freitas et al. (2010) 11 encontraram valores plasmaticos (concentragoes vale) 
entre 37,1 e 61,7 ng/mf de fluoxetina e entre 58,4 e 142,7 ng/mf de norfluoxetina para ingestoes diarias de 20 mg 
(n = 5). De acordo com Baumann (1996), 16 os niveis plasmaticos de fluoxetina variam entre 50 e 500 ng/mf para 
as doses terapeuticas geralmente utilizadas. Concentragoes plasmaticas acima de 500 ng/mf sao consideradas 
concentragoes de risco de aparecimento de efeitos toxicos. 

Outros metodos 

Varios metodos tern sido desenvolvidos para analise de fluoxetina e norfluoxetina em fluidos biologicos. Na 
identificagao e quantificagao desses analitos em matriz biologica, tern sido descrita a cromatografia liquida de alta 
eficiencia com detector por absorgao no ultravioleta. 17,18 No entanto, tal tecnica apresenta limites de quantificagao 
mais elevados, o que nao possibilita sua aplicagao para analise de teores inferiores a 100 ng/mf. A CLAE com 
detector por fluorescencia (CLAE-DF) foi utilizada por alguns autores, 9 ' 19 ’ 20 o que eleva substancialmente a 
detectabilidade desses analitos. A CLAE acoplada a espectrometro de massas tambem tern sido utilizada na analise 
de fluoxetina em plasma devido a sua elevada sensibilidade e seletividade. 1 ' 2122 A cromatografia gasosa tambem e 
citada na literatura para analise de fluoxetina e norfluoxetina; contudo, requer sistema de detecgao mais sensivel, 
como o de nitrogenio e fosforo ou o espectrometro de massas, com etapa de derivatizagao do analito. 2 3 ' 24 

Substancias quimicas presentes em baixas concentragoes em matrizes complexas, como os antidepressivos em 
plasma, geralmente requerem algum tipo de preparagao da amostra antes da aplicagao de tecnica cromatografica, ou 
outra tecnica de identificagao e/ou quantificagao do analito. Na analise de fluoxetina e norfluoxetina em plasma, a 
mais citada e a extragao liquido-liquido, seguida pela extragao em fase solida. As tecnicas miniaturizadas sao 
tecnicas de preparo de amostra mais rapidas, simples, menos onerosas e ambientalmente apropriadas, em virtude da 
nao utilizagao ou da redugao do uso de solventes organicos. Entre estas, tern sido usadas no preparo de amostras de 
plasma para analise de fluoxetina e norfluoxetina, entre outros antidepressivos inibidores seletivos de serotonina, a 
microextragao em fase solida, 2 '' a extragao sortiva em barras de agitagao, 22 e a microextragao em fase liquida. 104 1224 
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Capitulo 39 

Forato, Carbofuram e Aldicarbe | Diferencia^ao 
Anah'tica para Formulates em Granulos por 
Cromatografia em Camada Delgada 


Maria de Fatima Menezes Pedrozo 


Introdu^ao 

O modelo agricola vigente no Brasil e caracterizado pela elevada utilizagao de substancias, naturais ou sinteticas, 
empregadas para repelir ou combater pragas, de modo a aumentar a produtividade. Ha divers as denominagoes 
empregadas para designar essas substancias, a saber: praguicidas, agrotoxicos, defensivos agricolas, desinfetantes e 
biocidas. 

A Lei n° 7.802/1989, que dispoe sobre registro e controle dessas substancias, adota o termo “agrotoxico” para 
designa-las, o que, de acordo com alguns autores, 1 evidencia a toxicidade desses produtos ao meio ambiente e a saude 
humana. 2 

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) define praguicida ou pesticida como toda substantia quimica capaz de 
controlar uma praga, incluindo insetos, roedores, fungos e ervas daninhas que, devido a sua natureza, podem oferecer 
risco ao homem e ao meio ambiente. 3 A denominagao “pesticida” {pesticide ) parece inadequada a nossa lingua. Segundo 
os dicionarios de lingua portuguesa, o significado literal de peste e “doenga infectocontagiosa, epidemica, e de grande 
mortalidade”; portanto, tern o sentido de uma doenga e nao de uma praga, o que torna o anglicismo erroneo para o 
significado que se deseja exprimir. Assim, neste capitulo, sera adotada a denominagao praguicida (do frances, 
plaguicide). 

De acordo com os dados da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em fevereiro de 2009, mais de 1.000 
produtos formulados com 446 ingredientes ativos foram registrados como agrotoxicos no Brasil, 4 o que inclui 
inseticidas, fungicidas, herbicidas e raticidas. As formulagoes comerciais podem ser misturas resultando em diferentes 
subclasses. 1 

Durante o periodo de 1975 a 2008, o Brasil esteve entre os seis maiores mercados de praguicidas do mundo e, a 
partir de 2009, assumiu a posigao lider como maior mercado consumidor de praguicidas do mundo. E, em decorrencia 
da extensa utilizagao, o numero de intoxicagoes e obitos intencionais e nao intencionais cresceu no Brasil. 5,6 

Entre 1985 e 2008, o Sistema Nacional de Informagoes de Intoxicagoes Toxico-Farmacologicas (SINITOX)' 1 
registrou, no Brasil, 208.880 casos de intoxicagao por praguicidas. Desse total, 100.220 ocorreram na regiao Sudeste - 
so no estado de Sao Paulo foram registrados 67.424 casos de intoxicagao por praguicidas no periodo. A regiao Sul 
ficou em segundo lugar, com 60.401 registros. 5 

Os dados de 2011 disponiveis no SINITOX mostram que os praguicidas, divididos em quatro categorias 
(agrotoxicos/uso agricola, agrotoxicos/uso domestico, raticidas e produtos veterinarios), sao a terceira maior causa de 
intoxicagao, com 10.365 casos em 2011, numero este precedido pelas intoxicagoes por medicamentos e domissanitarios. 
Do total de intoxicagoes por praguicidas, 136 casos foram a obito e 40,7% tinham relagao com tentativa de suicidio. 6 

Ainda que os dados disponiveis no SINITOX nao indiquem o produto toxico envolvido, sabe-se que, dentre os 




praguicidas, os inseticidas organofosforados e carbamatos estao entre as principals causas de intoxicagao, humana e 
animal, em situagoes acidentais ou nao. 

Dentre esses, os mais utilizados sao os praguicidas comercializados sob a forma de granulos de coloragao ci nz a- 
escura, semelhantes a projeteis esfericos de chumbo e conhecidos popularmente por “chumbinho”. Estes sao vendidos 
clandestinamente e empregados erroneamente como raticidas domesticos, em crimes de crueldade contra animais e em 
tentativas de suicidio e homicidios, e estao presentes nas estatisticas dos Centros de Controle de Intoxicagoes e dos 
Institutes Medico-Legais e de Criminalistica brasileiros. 1 

No Brasil, ainda que a legislagao restrinja a subdivisao e a reembalagem dos praguicidas e determine a sua venda 
somente com prescrigao de profissional legalmente licenciado, o principal problema e a comercializagao irregular desses 
produtos na forma de granulos, em pequenas embalagens de cerca de 5 g, para uso como rodenticida nos grandes 
centros urbanos. 618 

Os ingredientes ativos presentes nos praguicidas comercializados sob esta forma sao: aldicarbe, como o produto 
comercial Temik® (carbamato); seguido por carbofuram, como Furadan® (carbamato); terbufos, como Counter® 
(organofosforado); forato, como Granutox® (organofosforado); e monocrotofos (organofosforado), este ultimo nao 
comercializado no Brasil. A escolha da substancia varia de regiao para regiao do pais, dependendo da finalidade. 4 O 
aldicarbe ja foi detectado em raticidas liquidos ou em pellets , ambos comercializados ilcgalmcntc. 

O aldicarbe e formulado somente como produto granulado Temik®. Os granulos de gesso sao recobertos ou 
impregnados com o ingrediente ativo (que varia de 5 a 20%), juntamente com um agente de cocsao. 19 De acordo com a 
Delegacia de Protegao ao Meio Ambiente do Rio de Janeiro, o contrabando de aldicarbe e tao ou mais lucrativo que o de 
entorpecentes, chegando a movimentar, somente no estado, em torno de R$ 3 milhoes por ano. 1 " 

Disposicao no organismo 

Os inseticidas organofosforados podem ser absorvidos por via oral, dermica e pulmonar. A porcentagem da dose 
absorvida depende da via de introdugao e da formulagao utilizada. Na forma de granulos, as vias de maior relevancia 
sao a dermica e a oral. 

Esses compostos sao rapidamente biotransformados por meio de sulfoxidagao e dessulfuragao, seguidas de hidrolise. 
A maior parte da quantidade absorvida e excretada, por via renal, entre 24 e 48 h, na forma dos produtos de 
biotransformagao. A aldicarbessulfona e o sulfoxido - principals produtos de biotransformagao do aldicarbe - 
apresentam elevada atividade toxica; portanto, a reagao de oxidagao nao caracteriza um process o de destoxificagao do 
composto. Esses praguicidas e seus produtos de biotransformagao sao distribuidos para varios tecidos; no entanto, 
como a biotransformagao e relativamente rapida, nao ha evidencias de que ocorra bioacumulagao e nem mesmo da 
presenga de residuos apos 5 dias da exposigao, tanto na biota como no individuo exposto. 810,19-30 

Os inseticidas organofosforados apresentam coeficiente de partigao octanol-agua mais elevado em comparagao com 
os carbamatos e, portanto, sao mais lipossoluveis. Os carbamatos apresentam baixa volatilidade e solubilidade em agua. 

Os inseticidas das classes dos organofosforados e carbamatos inibem a acetilcolinesterase, o que resulta no excesso 
do neurotransmissor acetilcolina na fenda sinaptica e no quadro clinico de neurotoxicidade (sindrome colinergica). 

A potencia e a gravidade da intoxicagao dependem das propriedades fisico-quimicas e toxicidade de cada um dos 
inseticidas discutidos (Quadro 39.1). Os inseticidas organofosfosforados sao esteres amido ou tiol, derivados do acido 
fosforico, fosfonico ou fosfonotioico; os inseticidas carbamatos sao derivados do estercarbamico, o que determina a 
baixa persistencia desses compostos no meio ambiente e a rapida eliminagao nos sistemas biologicos. 20 

Todos os inseticidas mencionados apresentam elevada toxicidade aguda, sendo o aldicarbe o mais toxico dentre eles. 
O monocrotofos e o carbofuram tiveram seu uso descontinuado nos EUA, respectivamente, em 1988 e 2006. O forato e 
o aldicarbe apresentam uso restrito nos EUA e o aldicarbe, a partir de 2007, teve seu ingrediente ativo banido do 
produto comercial Temik® pela Uniao Europeia. 19 

Os efeitos toxicos, no entanto, podem persistir ate que a enzima se regenere. A meia-vida de regeneragao espontanea 
da acetilcolinesterase pode ser de dias a meses. A natureza do organofosforado, a dose absorvida e a duragao da 
exposigao afetam o periodo de regeneragao da acetilcolinesterase. 

Em geral, a intoxicagao por organofosforados (devido a elevada meia-vida de regeneragao da enzima) e considerada 
mais seria, ainda que a exposigao a alguns carbamatos possa determinar a instalagao mais rapida do quadro clinico da 
intoxicagao e obito, como ocorre para o aldicarbe, que e extremamente toxico tanto por via oral como dermica. 21-3 ^ 



Finalidade daanalise 


Para o tratamento da intoxicagao, nao ha necessidade da diferenciagao anahtica do ingrediente ativo, uma vez que o 
tratamento requer apenas o reconhecimento da classe do inseticida. No entanto, para a vigilancia epidemiologica, bem 
como nos casos criminais, deve-se proceder a diferenciagao anahtica dos granulos presentes, tanto nas matrizes nao 
biologicas encontradas em local de crime, como nos conteudos estomacais das vitimas, para nortear as agoes em Saudc 
Publica e para o estabelecimento do nexo causal e adjudicagao dos casos forenses. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

Este metodo baseia-se na separagao dos compostos de interesse utilizando-se a tecnica de cromatografia em camada 
delgada (CCD). Foram testados tres sistemas solventes - CHCl 3 :acetona (4:1) e (9:1), tolueno:acetona (95:5) - e tres 
reveladores - acido hexacloroplatinico (platina), p-nitroanilina e cloreto de paladio. 31 " 33 

■ Amostragem 

Alimentos, liquidos e frascos contendo resquicios de granulos apreendidos em locais de crime ou extraidos do 
contcudo estomacal das vitimas. As amostras pereciveis devem ser mantidas sob refrigeragao. 

■ Reagentes e solu^oes 

• Sistemas solvente 

° Cloroformio (CHCl 3 ):acetona (4:1) e (9:1) 

° Tolueno:acetona (95:5) 

• Agentes cromogenicos 

° Reativo de platina: hexacloroplatinico - 1 g; iodeto de potassio (KI) - 20 g; agua destilada - 400 mb 

° Reativo de />nitroani Iinadiazotada: solugao A: />nitroanilina a 1% em acido cloridrico (HC1) 1 N (1 g em 100 

mb de HC1 1 N). Conservar em geladeira; solugao B: nitrito de sodio a 5% em agua. Conservar em geladeira; 
solugao C: hidroxido de sodio (NaOH) a 50% em agua (50 g em 100 mb de agua). Solugao de uso: misturar A e 
B (5:1). Depois de aproximadamente 3 min, nebulizar a cromatoplaca com a mistura, esperar em torno de 3 min 
e aplicar solugao de NaOH a 50%, que deve ser diluida a 1:10 com etanol na hora do uso 
° Cloreto de paladio: solugao de cloreto de paladio a 0,5% - dissolver 1,0 g de cloreto de paladio em 300 mb de 

agua destilada. Acidificar com 2 a 3 gotas de HC1 concentrado ate pH = 3,0 


Quadro 39.1 Propriedades fi'sico-qui'micas e parametro de toxicidade aguda dos inseticidas de interesse.* 

Substanda 

qui'mica 

Chemical 

abstractive 

service 

Formula Koc 

estrutural (C/kg) 

Constante de 

permeabilidade 
da pele (cm/h) 

Log K ow 

Solubilidade 

(mg/C) 

Pressao Constante 

de da Lei de 

vapor Henry 

(mmHg) 

DLj 0 oral (mg/kg) 
Rato/camundongo 

Aldicarbe 

000116-06- 

3 

yvOV 2,46E+01 

7,55 E-04 

1,13E+00 

6,03 E+03 

3,47E-05 5,89E-08 

0,65 

0,3 

Carbofuram 

001563-66- 

2 

m< 9 ' 53E+01 

iy 0 

HN^ 

3,13E-03 

2,32E+00 

3,20E+02 

4,85 E-06 1,26E-07 

8 

2 

Monocrotofos 

006923-22- 

4 

\ 2 HN— 

- 

- 

- 

- 

- 

18 a 20 

- 

Forato 

000298-02- 

2 

CjHsO-P-S-CH, -S- C,H a 4,60E+02 

C.H.O 

1,26E-02 

3,56E+00 

5,00E+01 

6,38E-04 1,79E-04 

1,1 a 2 

2,25 









Terbufos 013071-79- >WL,-. 9,99E+02 3,58E-02 4,48E+00 5,07E+00 3,20E-04 9,81E-04 2 3,5 a 9,2 

9 1 

K oc : coeficiente de distribuigao do carbono organico; K ow : coeficiente de partigao octanol-agua. Fontes: ORNL (2014); 20 HSDB (2008); 23 
HSDB (2010); 22,24 HSDB (2012). 21 


• Solugoes padrao dos inseticidas 

° Aldicarbe 1.000 pg/m i : padrao analltico diluldo em metanol grau cromatografia llquida de alta eficiencia 
(HPLC) 

° Carbofuram 1.000 pg/mf: padrao analltico diluldo em metanol grau HPLC 
° Focrato: 1.500 pg/mf: diluido em metanol grau HPLC. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Balangas analiticas Sartorius®, Sauter® 

• Cubas cromatograficas de vidro 

• Nebulizadores de vidro 

• Pipetas automaticas Biohitproline® 0,5 a 10 pf 

• Cromatoplacas de silica-gel 60 (sem indicador de fluorescencia) art. 5.721 (Merck®), de 20 x 20 cm, espessura da 
camada de 0,25 mm. 

■ Procedimento analltico 

• Extrair 5 mg de granulos triturados com 15 mf de acetona, sob agitagao por 5 min 

• Aplicar, com o auxilio de uma pipeta automatica, 30 pf do extrato em tres cromatoplacas diferentes 

• Aplicar, em cada cromatoplaca, aliquotas das solugoes padrao de aldicarbe, ecarbofuram e forato, de modo a 
transferir massa correspondente a 30 pg de cada padrao 

• Desenvolver as cromatoplacas em cubas cromatograficas saturadas, por 40 min, nos tres sistemas-solvente 
propostos, utilizando-se uma frente de 10 cm 

• Apos o desenvolvimento das cromatoplacas, revelar cada uma delas com um dos agentes cromogenicos propostos 

• Calcular o hRf e observar a cor desenvolvida. 

■ Parametrosde valida^ao 

Atendendo as exigencias do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro, 2010) 34 para 
metodos qualitativos, os seguintes parametros analiticos foram avaliados: seletividade, robustez e limite de detecgao. 

A seletividade e a robustez foram estudadas submetendo-se as solugoes padrao disponiveis aos tres sistemas-solvente 
e tres agentes cromogenicos, e repetindo-se o procedimento em 4 dias altemados. O Quadro 39.2 apresenta os hRf 
obtidos. 

Para o estudo de limite de detecgao, para cada cromatoplaca, foram transferidas aliquotas das solugoes padrao 
disponiveis, de modo a transferir as seguintes massas: 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg, correspondentes a 5, 10, 20, 30, 40 e 
50 p 6 , com o auxilio de uma pipeta automatica. Os limites de detecgao do aldicarbe e carbofuram foram, 
respectivamente, de 20 pg e < 5 pg para o revelador p-nitroanilina diazotada. O limite de detecgao do aldicarbe foi de 5 
pg com o revelador platina, nas condigoes estudadas. A mesma quantidade de forato foi detectada com o revelador 
cloreto de paladio. 

■ Considera^oes sobre o metodo 

Considerando que esses produtos sao oriundos de comercio ilegal, nao e possivel precisar a quantidade de 
ingrediente ativo presente no granulo apreendido. Assim, na interpretagao dos resultados deve-se considerar que: 

• O agente cromogenico cloreto de paladio possibilita diferenciar forato dos inseticidas carbamatos 

• O aldicarbe e mais sensivel ao revelador platina do que o carbofuram e o forato 

• O aldicarbe e o carbofuram revelam com /j-nitroanilina diazotada, sendo o carbofuram mais sensivel a esse 
revelador 

• Os sistemas-solvente estudados, CHCl 3 :acetona(4:l) e (9:1), tolueno:acetona (95:5), nao diferenciaram o 




carbofuram do aldicarbe 

• A diferenciagao confiavel de carbofuram e aldicarbe exige a utilizagao de tecnicas analiticas mais especificas, como 
a cromatografia liquida de alta eficiencia. 

Outros metodos 

Na diferenciagao dos inseticidas forato, carbofuram e aldicarbe, as tecnicas analiticas empregadas vao desde a 
cromatografia em camada delgada (a mais utilizada nos diferentes laboratories forenses do pais), 35 cromatografia 
liquida de alta eficiencia com deteegao por arranjo de diodos (CLAE-DAD), UV-Vis ate cromatografia gasosa ou 
liquida com deteegao por espectrometria de massas (CG-EM e CLAE-EM). Matrizes complexas, como o sangue total 
ou alimentos gordurosos que contenham estes compostos, exigem pre-tratamento. No entanto, na maioria dos casos de 
intoxicagao aguda, os granulos estao presentes no contcudo estomacal. Inicialmente, as analises sao conduzidas neste 
material e, posteriormente, o achado laboratorial e confirmado nas matrizes biologicas disponiveis. 

Na pratica clinica, o diagnostico da intoxicagao baseia-se na atividade da colinesterase plasmatica. Nos casos 
forenses, nao e viavel a mensuragao da atividade post mortem da enzima, exigindo a determinagao do praguicida nas 
matrizes biologicas ou a sua deteegao em liquidos como cafe ou em alimentos que apresentam componentes que 
interferem na seletividade da tecnica analitica empregada. 

Os metodos multirresiduos previamente publicados utilizam tecnicas cromatograficas mais especificas, sensiveis e 
robustas (contudo, muitas vezes onerosas e trabalhosas), associadas a tecnicas de extragao liquido-liquido ou em fase 
solida. A cromatografia liquida de alta eficiencia com deteegao por arranjo de diodo (CLAE-DAD) torna possivel a 
diferenciagao desses inseticidas por meio do tempo de retengao e do espectro UV. A maioria desses metodos utiliza 
colunas de fase reversa com eluigao isocratica ou gradiente. Metodologia utilizando a CLAE-EM toma possivel a 
diferenciagao de varios praguicidas comercializados na forma granulada. 


Quadro 39.2 Parametros obtidos na validagao da metodologia por cromatografia em camada delgada. 




hRf±desvio padrao 



Substantia 

CHCI 3 :acetona(4:1) 

CHCI 3 :acetona (9:1) 

Toluenoiacetona (95:5) 

Agente cromogenico 

Aldicarbe 

64,5 ±0,49 

55,6 ±0,41 

16 ±0,29 

Platina* ep-nitroanilina 

diazotada** 

Carbofuram 

64 ±0,22 

58,5 ±0,49 

22 ±0,51 

P-nitroanilina diazotada, 
platina 

Forato 

78 ±0,14 

78 ±0,72 

68 ±0,71 

Cloreto de paladio,*** 


platina 


Assim, dependendo dos recursos disponiveis, torna-se mais eficiente utilizar tecnicas cromatograficas mais 
sofisticadas para garantir maior confiabilidade do achado analitico em menor espago de tempo. 
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Glicosidios Cianogenicos || Determinant) de Cianeto 
em Mandioca por Espectrofotometria de Absor^ao 

Molecular 
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Introduce) 

Glicosidios sao compostos organicos que apresentam um agucar, a glicose, e uma porgao aglicona, que pode ser 
um grupo alquila, arilalquila ou arila e, geralmente, define a caracteristica do glicosidio. Denominam-se glicosidios 
cianogenicos as estruturas que contem hidroxinitrilas (tambem denominadas por cianidrinas) na sua porgao 
aglicona. 1 

Mandioca, aipim ou maeaxeira (Manihot esculenta Crantz ) e uma euforbiacea originaria da America do Sul, 
largamente cultivada no Brasil. Seus tuberculos servem de alimento para a populagao e sabe-se que contem grande 
concentragao de glicosidios cianogenicos. 2 Esse vegetal e empregado basicamente na fabricagao de produtos 
alimenticios, alem de ser utilizado para o consumo in natura, tanto em massas alimenticias quanto em bebidas, e, 
tambem, como recurso alternativo na obtengao de alcool combustivel. Exemplos mais comuns de alimentos obtidos 
a partir deste vegetal sao: farinhas d’agua (produto fermentado) e seca (produto nao fennentado), tucupi (suco dos 
tuberculos ralados e prensados, sem a fecula), tacaca (tucupi temperado e cozido), acube, curanda, beiju e tapioca. 
Como bebidas, destacam-se: taruba, caissuma ou cauim, cachiri paia e tiquira, sendo esta ultima fermentada e 
destilada. 2 

A concentragao de glicosidios pode variar amplamente entre os cultivares, tanto por motivos geneticos como por 
fatores ambientais (localizagao, tipos de solo, estagao), podendo chegar a valores de ate 2.000 mg/kg, tanto nos 
tuberculos quanto nas folhas. 2 As plantas cianogenicas consumidas pelo ser humano que apresentam concentragoes 
superiores a 20 mg de HCN por 100 g de peso sao consideradas de alto risco de intoxicagao; concentragoes de HCN 
entre 0,5 e 3,5 mg de HCN/kg de peso corporeo podem levar a morte em minutos. 3 

Em sua forma conjugada, os glicosidios cianogenicos nao apresentam riscos a saude; no entanto, uma 
caracteristica quimica importante deles e a facilidade com que sofrem hidrolise em meio acido. Assim, uma vez no 
estomago, essas estruturas sao facilmente hidrolisadas, liberando o acido cianidrico (HCN), que e prontamente 
absorvido por difusao simples. 1 A Figura 40.1 ilustra a hidrolise de dois importantes glicosidios encontrados em 
especies vegetais consumidas pelo ser humano. 

Duas enzimas estao envolvidas no processo de liberagao do acido cianidrico: a [1-glicosidase, que hidrolisa a 
molecula desses glicosidios, originando cianidrina e agucar, e a hidroxinitrilase, que promove a dissociagao da 
cianidrina em acetona/aldeido e HCN. Tal reagao enzimatica ocorre quando o tecido vegetal e triturado, como no 
processamento ou na ingestao, o que possibilita o contato entre o substrato e a enzima. Com o cozimento, o cianeto 
se volatiliza, sendo seguro seu consumo. 1 




Disposi^ao no organismo 

No organismo, o ion CN e nucleofilico e altamente reativo. 4 Ira atuar em seu sitio alvo de agao, no interior da 
mitocondria, prejudicando e, ate mesmo, impedindo a respiragao celular. Ao inibir a atividade da enzima citocromo- 
oxidase, mais especificamente da citocromo-oxidase a3, ocorre o impedimento da transference de eletrons da 
molecula de oxigenio pela cadeia respiratoria. Somente em sua forma reduzida a enzima citocromo-oxidase a3 pode 
atuar como receptor dos eletrons provenientes da molecula de oxigenio. O cianeto, quando presente, reage com essa 
enzima, oxidando-a de forma irreversivel e, em sua forma oxidada, ela nao mais exerce fungao de aceptora de 
eletrons da molecula de oxigenio, conforme ilustrado no detalhe da Figura 40.2. Dessa maneira, o cianeto promove 
o comprometimento da fosforilagao oxidativa e metabolismo aerobico, promovendo hipoxia citotoxica na 
intoxicagao aguda, que pode ser fatal. '' A oferta de oxigenio e mantida; contudo, o organismo nao encontra meios de 
utiliza-lo, uma vez que a enzima citocromo-oxidase a3 esta oxidada. Diante disso, em uma intoxicagao aguda por 
cianeto, o sangue - mesmo venoso - apresenta coloragao vermelho-vivo, assim como o sangue arterial, rico em 
oxigenio. 6 

CN 

Hidrdlise 

H3C—C—O-glicose -► 

CH3 
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H3C —C— CH3 


() 


+ (>licose + IlCN 



\mi"dulina (cereja. maca. + Gentobiosc 

pcsscgo - Prumus sp.) + HCN 

Figura 40.1 Hidrolise em meio acido dos glicosidios cianogenicos linamarina e amigdalina. (Adaptada de Midio e 
Martins, 2000). 1 

Diversas sao as consequencias resultantes de intoxicagao cronica por cianeto. Proveniente da ingestao frequente 
de plantas cianogenicas, ha destaque para a neuropatia ataxica tropical, que recebeu esse nome por acometer 
populagoes carentes que vivem em diferentes regioes tropicais do planeta. Ela se desenvolve quando da associagao 
entre deficiencia proteica e consumo frequente de vegetais ricos em glicosidios cianogenicos, e se caracteriza por 
mielopatia, atrofia optica bilateral, surdez bilateral e polineuropatia. Pode ser acompanhada por doenga de 
Parkinson, degeneragao cerebelar, psicoses e demencia. Tambem em posigao de destaque esta a agao bociogenica 
que as especies vegetais cianogenicas podem exercer. Uma vez destoxificado pelo organismo pelas enzimas 
sulfotransferase e rodanase, o acido cianidrico e biotransformado a tiocianato (SCN ), que atua inibindo a recaptura 
de iodo pela tireoide. O produto formado lentamente e excretado pela urina. 

Existem condutas que devem ser adotadas diante de intoxicagao aguda por cianeto. O principal tratamento se faz 
pela administragao intravenosa de nitrito de sodio, que converte a hemoglobina em metemoglobina. O cianeto (CN - ) 
apresenta maior afinidade ao ion Fe 3+ da metemoglobina do que a este ion da citocromo-oxidase a3. Ocorre 






formagao de cianometemoglobina, que lentamente e eliminada do organismo por agao da rodanase. Outro tratamento 
muito empregado se faz pela administragao intravenosa de tiossulfato de sodio, aumentando a atividade da rodanase 
que biotransforma CN em SCN , que lentamente e eliminado na urina. Por fim, como tratamento efetivo para 
intoxicagoes menos graves, emprega-se a cobalamina (cobalto ligado a vitamina B12). O CIST se conjuga ao cobalto 
e o produto conjugado resultante e lentamente excretado na urina atraves dos rins. 1 ' 

Finalidadeda analise 

A determinagao de cianeto em especies vegetais e feita como forma de classificagao de seguranga de alimentos de 
origem vegetal e para diferenciar algumas especies vegetais toxicas de outras que sao consumidas pelo homem. 
Alem disso, o cianeto pode ser utilizado como marcador de especies em classificagoes taxonomicas. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

O metodo colorimetrico descrito a seguir baseia-se na hidrolise enzimatica (autolise, na planta crua) ou hidrolise 
acida (amostras processadas), seguida de determinagao colorimetrica, realizada com o emprego do reagente picrato 
alcalino/ 1 O acido cianidrico proveniente da hidrolise enzimatica ou acida reage com o reagente picrato alcalino, 
resultando em um complexo de coloragao alaranjada, cuja absorvancia otima e mensurada no espectrofotometro de 
absorgao molecular a 490 nm, conforme ilustrado na Figura 40.3. 

■ Amostragem 

Qualquer especie vegetal que contenha glicosidios cianogenicos pode ser empregada como amostra. Alem disso, 
o metodo pode tambem ser empregado em produtos processados provenientes de plantas cianogenicas. 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugao-estoque de cianeto de sodio (NaCN) a 0,1% 

• Solugao de hidroxido de sodio (NaOH) a 2,5% 

• Solugao de acido sulfurico (H 2 S0 4 ) a 10% 

• Solugao de picrato alcalino a 0,5%: dissolver em uma pequena quantidade de agua, sob aquecimento, 2,5 g de 
carbonato de sodio (Na 2 C0 3 ) e 0,5 g de acido picrico; completar o volume ate 100 mf com agua destilada 
(preparar no dia da utilizagao e manter ao abrigo da luz). 



Figura 40.2 Mecanismo de agao toxica do cianeto. 
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Figura 40.3 Reagao para determinagao de cianeto com emprego do reagente picrato alcalino. 


■ Equipamentos e acessorios 

• Espectrofotometro de absorgao molecular (490 nm) 

• Manta aquecedora 

• Destilador - balao de fundo redondo de 250 mb com duas saldas; fund de separagao de 250 mb; condensador 
reto; adaptador de vidro; junta conica na sal da do condensador. 

■ Procedimento anah'tico 

Este metodo colorimetrico de determinagao de cianeto em amostras vegetais ocorre em quatro etapas: 

• Hidrolise espontanea ou autolise 

• Destilagao 

• Curva de calibragao 

• Determinagao colorimetrica (espectrofotometro - 490 mn). 

Hidrolise espontanea ou autolise 

Preparo da amostra: descascar, picar e pesar 20 g de porgao comestlvel de mandioca. No caso de amostra 
processada, pesar 20 g 

• Autolise (hidrolise enzimatica espontanea): empregada apenas para amostras frescas. Em um balao de fundo 
redondo de 250 m£ de duas entradas, adicionar a amostra fresca preparada (20 g) e 200 m£ de agua destilada. 
Acoplar a entrada principal do balao um sistema de destilagao e, a entrada secundaria, um funil de separagao de 
250 mb. Manter o sistema vedado e em repouso por pelo menos 3 h - tempo para que as reagoes enzimaticas e 
liberagao do acido cianidrico possam ocorrer 

• Hidrolise acida: empregada apenas para amostras processadas. Em um balao de fundo redondo de 250 mb de 
duas entradas, adicionar a amostra processada (20 g), 80 mb de agua destilada, alem de 20 mb de solugao de 
acido sulfurico a 10%. Acoplar a entrada principal do balao um sistema de destilagao e, a entrada secundaria, 
um funil de separagao de 250 mb. Deixar processar a hidrolise por um tempo minimo de 2 h. 

Destilagao 

Adicionar 80 mb de solugao a 10% de acido sulfurico ao balao atraves do funil de separagao acoplado ao sistema. 

Ligar a manta aquecedora e recolher 125 mb de destilado (destilado 1) em um Erlenmeyer graduado contendo no 

inicio, em seu interior, 20 mb de solugao de hidroxido de sodio a 2,5%. 

Reservar o destilado 1 e substituir o Erlenmeyer graduado por outro que tambem contenha em seu interior 20 mb 

de uma solugao de hidroxido de sodio a 2,5%. No funil de separagao acoplado ao balao de destilagao, adicionar 40 

mb de solugao de acido sulfurico a 10% e 160 mb de agua destilada. Ligar o sistema e recolher 125 mb de destilado 





(destilado 2). 

Uma aliquota de 5 ml dos destilados 1 e 2 e adicionada em dois tubos de ensaio com tampa. Em cada tubo sao 
adicionados 5 ml do reagente picrato alcalino a 0,5%. Os dois tubos tampados sao mantidos em banho-maria a 
100°C, por 10 min. Em seguida, sao reservados para resfriamento em temperatura ambiente. 

Curva analitica 

Preparar uma solugao de trabalho de cianeto de sodio (NaCN) a 50 pg/ml a partir de uma solugao-estoque de 
NaCN a 0,1%. Para tanto, em um balao volumetrico de 10 ml, adicionar 0,5 ml da solugao-estoque e completar o 
volume com agua destilada. 

Transferir para tubos de ensaio de 15 ml aliquotas de 0,1 a 1,0 ml da solugao padrao a fun de obter 
concentragoes de NaCN entre 5 e 50 pg/ml. O presente metodo mostra linearidade na faixa de concentragao de 5,0 
a 50 pg/ml. Completar o volume para 5 ml com agua destilada. Adicionar 5 ml do reagente picrato alcalino a 
0,5% em todos os tubos. Fazer um branco de reagentes adicionando em outro tubo de 15 ml, 5,0 ml de agua 
destilada e 5 ml do reagente picrato alcalino a 0,5%. Manter os tubos tampados em banho-maria a 100°C, por 10 
min. Resfriar em temperatura ambiente. 

Fazer a leitura da absorvancia das diversas solugoes de NaCN no espectrofotometro a 490 nm. Zerar o 
equipamento com o branco de reagentes. 


Determinagao colorimetrica 

Fazer a leitura da absorvancia dos destilados 1 e 2 no espectrofotometro a 490 nm. Calcular a quantidade de 
cianeto presente na amostra, empregando a equagao da reta, obtida pela curva analitica. 

Transformar os valores obtidos em pg/g (ppm) por meio da equagao: 


|xg de cianeto/g de amostra 


m X VD 
P X V 


Em que, m = quantidade (mg) de cianeto na aliquota do destilado; VD = volume total do destilado; p = massa da 
amostra (g) utilizada para a analise; V = volume do destilado empregado para a analise. 

Somar os resultados obtidos para cada destilado e expressar o resultado final da concentragao de CN em ppm. 


Interpreta^ao analitica 

Interpretar o resultado obtido, considerando que as plantas cianogenicas consumidas pelo ser humano que 
apresentam concentragoes de HCN superiores a 20 mg por 100 g de peso sao de alto risco de intoxicagao. ' 


Outros metodos 

O primeiro e principal problema no monitoramento de cianetos e a escolha da metodologia analitica adequada. 
Para essa finalidade, os metodos analiticos podem ser divididos em duas categorias principals: os metodos 
colorimetricos e os nao colorimetricos. Dentre os metodos nao colorimetricos, podem ser citados os metodos 
voltametricos e os polarograficos. 210 

Os metodos voltametricos possibilitam a determinagao de componentes presentes em uma solugao, que podem 
ser oxidados ou reduzidos eletroquimicamente. Para isso, aplica-se um potencial a amostra, por meio de um 
eletrodo condutor, e o potencial eletrico que atua como forga eletromotriz e varrido na regiao de interesse, o que 
torna possivel obter assim um grafico corrente versus potencial. Se, em um determ in ado valor de potencial, um 
componente da solugao for oxidado ou reduzido, uma corrente sera detectada no eletrodo de trabalho. O potencial 
em que isso acontece identifica o componente, e a quantidade de corrente produzida sera proporcional a sua 
concentragao na solugao. No caso do cianeto, a base da sua determinagao por voltametria e a oxidagao do composto 
formado por reagao com o mercurio do eletrodo de trabalho, de acordo com a seguinte equagao: 2 

Hg + 2CN- Hg(CN 2 ) + 2e- 





A tecnica polarografica e outro metodo classico largamente empregado devido a facilidade de sua aplicapao. 
Contudo, a exemplo do que ocorre em outras determinagoes, a analise polarografica de cianeto e sujeita a efeitos de 
matriz, principalmente quando aplicada ao controle de efluentes industrials ou analises clinicas. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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Introdu^ao 

O /7-hexano e um solvente de ocorrencia natural e resultante da atividade humana. Trata-se de um constituinte 
minoritario do oleo cru e do gas natural; esta presente como subproduto do petroleo, nas operates de refino e 
separapao dos hidrocarbonetos, ou como um produto de reapdes metabolicas de alguns fungos. Na forma pura, o n- 
hexano e utilizado em laboratories e apresenta diversas aplicapdes como solvente. 1 Dentre seus usos destaca-se na 
produpao de alimentos (pela extrapao de oleos de vegetais); como solvente na industria de polidores, tintas e 
diluentes; na polimerizapao da borracha; em colas adesivas, em termometros; em produtos farmaceuticos e 
cosmeticos; no polietileno e polipropileno; na gasolina, em tinturarias, em industrias texteis e em graficas. 2 
Tamanha e a preocupapao nao apenas do ponto de vista ocupacional, mas tambem de saude publica, que em 2005 a 
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou o regulamento tecnico 3 para produtos que contenham 
substancias inalantes, dentre elas o /7-hexano, a fim de reduzir os riscos decorrentes da inalapao e da exposipao a 
esses agentes. 

Disposi^ao no organismo 

O //-hexano pode ser absorvido pelas vias inalatoria, cutanea e digestiva. Contudo, devido a elevada pressao de 
vapor, a via de maior importancia e a inalatoria, e aproximadamente 27% do /7-hexano inalado e absorvido pelos 
pulmoes, alcanpando o equilibrio apos 2 h de exposipao. 4 Apos a absorpao, o /7-hexano distribui-se para tecidos 
ricos em lipidios, principalmente para o sistema nervoso central. Os principals locais de acumulo do //-hexano sao: 
cerebro, adrenais, rins e flgado. No figado, para que ocorra a saturapao, sao necessarias mais de 10 h de exposipao. 
A meia-vida de armazenamento nos tecidos ricos em lipidios e de aproximadamente 60 h. 5 A biotransformapao do 
//-hexano envolve frapoes microssomais do sistema das mono-oxigenases do complexo citocromo P450 (cit P450), 
e das alcool-desidrogenases.' 1 Sabe-se que a hidroxilapao do //-hexano aos tres primeiros alcoois, 1-, 2- e 3-hexanol, 
e mediada pelo cit P450 e a oxidapao subsequente e iniciada por enzimas alcool desidrogenases citosolicas, 
produzindo, entre outros metabolites, a 2,5-hexanodiona (2,5-HD). Estudos evidenciam que, na musculatura 
esqueletica, ha baixos niveis de cit P450 ativos, e estes sao realmente capazes de oxidar /7-hexano a 1-, 2- e 3- 
hexanol, mas nao a 2,5-HD; supoe-se entao que, devido a existencia de altos niveis de 2-hexanol (precursor da 2,5- 
HD), os orgaos-alvo sao estimulados a metabolizar e produzir 2,5-HD como intermediario. 7 O /7-hexano pode ser 
excretado inalterado no ar exalado e, seus metabolites, no ar exalado e na urina. 2 Logo apos a exposipao, 





aproximadamente 73% do n-hexano inalado e excretado pelo ar exalado sob a forma inalterada. Apos 30 min do 
termino da exposigao, as concentragoes de /7-hexano diminuem significativamente (-93%), sendo menor a variagao 
interindividual imediatamente apos, se comparada com apos 30 min do termino da exposigao. 4 Na urina de final da 
jornada de trabalho, as porcentagens de metabolites excretados sao: 2-hexanol, 1,7%; 2,5-HD, 39%; 2,5- 
dimetilfurano, 31% e y-valerolactona, 28,3%. A 2,5-HD e eliminada na fonna livre e na forma conjugada e, apos a 
hidrolise, e possivel a determinagao dos niveis de 2,5-HD total. 

Finalidadeda analise 

A determinagao da 2,5-HD urinaria tern sido utilizada como indicador biologico no monitoramento da exposigao 
ao /7-hexano desde o inicio da decada de 1980, pelo fato de esse metabolite ser o de maior interesse toxicologico 
como causador primario da neuropatia periferica causada pelo /7-hexano. 

Metodos analiticos 

Neste capitulo serao descritos dois metodos de analise da 2,5-HD em urina, ambos utilizando a 2,5-HD em 
cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama (CG-DIC), tecnica indicada em fungao da volatilidade do 
analito. No primeiro, o preparo de amostra e realizado por extragao liquido-liquido (ELL) com diclorometano, 
utilizando como padrao interno a cicloexanona. g No segundo, o preparo e feito por meio da microextragao em fase 
solida (SPME), usando como padrao interno a 5-metilexanona-2, para extragao da 2,5-HD livre. 10 

Amostragem 

Para o monitoramento biologico, a determinagao de 2,5-HD em urina coletada no final da jornada de trabalho e 
preconizada pela American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH). 11 No Brasil, de acordo 
com a NR 7, 12 a urina, proveniente de unica micgao e apos pelo menos 2 dias de exposigao do trabalhador ao /?- 
hexano, deve ser coletada diretamente em frasco de polietileno previamente descontaminado. Apos a coleta, as 
amostras devem ser transportadas a 4°C, e e necessario determinar a creatinina urinaria o mais rapidamente 
possivel. As amostras devem ser mantidas a 4°C (estabilidade de 7 semanas) ou a -20°C (estabilidade de 11 
semanas). 4 

■ Determinagao da 2,5-hexanodiona em urina por cromatografia gasosa com detector de 
ionizagao em chama 

■ Fundamento do metodo 

A 2,5-HD e extraida da urina pelo diclorometano, sendo a fase organica injetada no cromatografo a gas. A 
cicloexanona e usada como padrao interno. 

Reagentes e solugoes 

• Diclorometano (Merck) 99,5% 

• Cicloexanona (Aldrich) 99,8%; preparar solugao padrao a 0,5 mg/mt em agua destilada (padrao interno, PI). 
Esta solugao e estavel por pelo menos 3 meses se conservada a 4°C 

• 2,5-hexanodiona (Merck) > 98%; preparar solugao padrao a 1 mg/m I. em agua destilada. Esta solugao e estavel 
por pelo menos 3 meses se conservada a 4°C 9 

• Cloreto de sodio (Merck) 99,5%. 

Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a gas Hewlett Packard, modelo HP 6890, equipado com detector de ionizagao de chama (DIC) e 
integrador Hewlett Packard, modelo 3395 

• Coluna HP1® (15 m x 530 pm e espessura do filme 1,5 pm); temperatura do injetor 200°C e do detector 





250°C, fluxo He 4,2 in t/'min; ar sintetico, 300 ml/m in; H 2 30 m f /m i n; N 2 20 mb/min; injegao tipo splitless', 
temperatura inicial do forno 50°C por 2 min.; l a rampa: 5°C/min, ate 100°C, por 2 min; 2 a rampa: 20°C/min, 
ate 180°C, por 1 min . 9 

Procedimento analitico 

• Adicionar em tubo de centrifuga 5 mb de urina, 1 g de NaCl, 60 gI de cicloexanona (0,5 mg/mb) e 2 mb de 
diclorometano 

• Agitar em vortex por 1 min e 30 s 

• Centrifugar a 3.000 rpm (2.315 g) por 12 min 

• Verificar a formagao das fases aquosa e organica 

• Injetar 1 pb da fase organica no cromatografo. 

A quantificagao da 2,5-HD e realizada por meio de uma curva de calibragao, preparada em urina isenta de 2,5- 
hexanodiona, de modo a considerar os possiveis efeitos da matriz biologica. Para tanto, adiciona-se a um pool de 
urina, solugoes padrao de 2,5-HD, para obter as concentragoes 0,1; 2,0; 5,0 e 10 mg/b. As analises dos adicionados 
e do branco sao realizadas conforme os procedimentos descritos anteriormente. A partir da equagao de reta, obtida 
por regressao linear, sao calculadas as concentragoes de 2,5-HD nas amostras. Na regressao linear, e usada a area 
relativa (razao entre as areas dos picos 2,5-HD:PI), e a curva de calibragao deve ser preparada para analise de cada 
lote de amostras. O tempo de retengao do PI e 6,8 min, e da 2,5-HD, 7,4 min, sendo o tempo de retengao relativo 
de 1,088 ±0,002. 9 

Parametros de valida^ao 

Os parametros de validagao 9 do metodo, para o equipamento e as condigoes laboratoriais descritas, foram: limite 
de detecgao e de quantificagao de 0,05 mg/b e 0,1 mg/b, respectivamente. Linearidade entre 0,1 e 20,0 mg/b, e 
curva de calibragao entre 0,1 a 10 mg/b. Como criterio de aceitagao para curva de calibragao, utilizou-se o 
coeficiente de correlagao maior que 0,98. A repetitividade e a reprodutibilidade avaliada para as concentragoes de 
0,1; 5; 10 mg/b apresentaram coeficientes de variagao entre 5,4 e 7,0%. A recuperagao media foi de 101,7%, e a 
inexatidao, de 9,0%. 

■ Determinant) da 2,5-hexanodiona em urina por microextran<> em fase solida e 
cromatografia gasosa com detector de ionizan<> cm chama 

Fundamento do metodo 

A 2,5-HD e extraida da urina por meio de uma fibra de SPME com revestimento de 
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) exposta no headspace (SPME-HS). A fibra e colocada 
diretamente no injetor do cromatografo a gas. A 5-metilexanona-2 e usada como padrao interno. 

Reagentes e solucoes 

• 2,5-hexanodiona (Sigma-Aldrich). Preparar solugao padrao-estoque a 50 mg/m b em agua purificada; esta 
solugao pode ser armazenada por, no maximo, 1 semana, a 4°C. A solugao padrao de uso a 1 mg/mb, em agua 
purificada, deve ser preparada imediatamente antes do uso 12 

5-metilexanona-2 p.a. (Merck). Preparar a solugao-estoque a 100 mg/mb em agua purificada; annazenar por, no 
maximo, 1 semana a 4°C. A solugao padrao de uso a 0,5 mg/mb, em agua purificada, deve ser preparada 
imediatamente antes do uso 10 

• Sulfato de sodio p.a. (Merck). 

Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a gas CG Ciola Gregori Ltda, modelo CG 1000, com sistema de integragao computadorizado 
DAM® 1000 e detector de ionizagao de chama (DIC) 

• Coluna ZB-1® (100% PDMS, 30 m x 0,53 mm, e espessura do filme 5,0 pm). Temperatura do injetor e do 
detector 250°C, fluxo de N 2 de 8 mb/min, injegao no modo splitless', temperatura inicial do forno de 80°C por 6 
min, subindo ate 170°C a 15°C/min e mantendo por 3 min 


• Holder de microextragao em fase solida (SPME) (Supelco) 

• Fibra de SPME com revestimento de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno (PDMS/DVB) de 70 pm (Supelco) 

• Banho de agua com termostato digital e circulador de agua Thermomix® 

Frascos de headspace de 15 mf, com septos siliconizados (Supelco) 

• Agitador magnetico e barra de agitagao de 1 cm 
Sistema de ultrapurificagao de agua (Milli-Q®). 

Procedimento analitico 

• Adicionar em um frasco de headspace 2 mf de urina; 1 g de Na 2 S0 4 ; 50 pt de solugao de padrao interno (5- 
metilexanona-2) a 0,5 mg/ml: e uma barra de agitagao magnetica de 1 cm 

• Fechar o frasco rapidamente com auxilio de um septo siliconizado 

• Aquecer em banho de agua a 50°C sob agitagao magnetica, por 10 min 

• Expor a fibra de SPME (PDMS/DVB) por 20 min no headspace formado no frasco 

• Recolher a fibra e expo-la imediatamente no injetor do cromatografo aquecido a 250°C por 2 min. 

A quantificagao e realizada por meio de uma curva de calibragao construida em urina isenta de 2,5-HD com base 
na concentragao de 2,5-HD adicionada a cada ponto e na area relativa obtida pela divisao da area de 2,5-HD pela 
area do padrao interno. 

A curva deve ser construida adicionando-se a um pool de urina volumes de solugao padrao de uso de 2,5-HD 
suficientes para que sejam obtidas as concentragoes 0,075; 0,5; 2,0; 5,0; 10 e 20 mg II. Apos as extragoes e leituras 
cromatograficas, a equagao de reta e obtida por regressao linear, que considera a area relativa (razao entre as areas 
dos picos 2,5-HD:PI). O tempo de retengao do PI nas condigoes preestabelecidas foi de 8 min, e da 2,5-HD, de 9,1 
min, com resolugao de 2,99."’ 

A Figura 41.1 ilustra um cromatograma de amostra de urina fortificada com 2,5-hexanodiona e padrao interno (5- 
metilexanona-2). 111 

Parametros de validaqao 

Os parametros de validagao 10 do metodo, para o equipamento e condigoes laboratoriais descritas, foram: limite de 
detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ) de 0,025 e 0,075 mg ll, respectivamente; linearidade entre 0,075 e 
20,0 mg/f; a precisao intraensaio, avaliada para as concentragoes de 0,15; 2,0 e 10 mg ll, apresentou coeficientes de 
variagao (CV) entre 2,2 e 6,9%, e a precisao interensaio para as mesmas concentragoes, CV entre 1,4 e 4,0%. 

O metodo mostrou uma eficiencia de extragao de 7,3%, valor baixo, mas caracteristico de tal tecnica. 

Interpreta^ao analitica 

No Brasil, a legislagao sobre o biomonitoramento da exposigao ao n-hexano preconiza a 2,5-HD em urina como 
indicador; contudo, sem especificar se a quantificagao do analito se faz apos uso de hidrolise ou nao. O Indice 
Biologico Maximo Pennitido (IBMP) e de 5 mg/g creatinina para amostras coletadas no final da jornada de 
trabalho. 12 No entanto, os valores de 2,5-HD em urina sofrem grande influencia do tipo de pre-tratamento da 
amostra; ou seja, usando-se ou nao a hidrolise previamente a extragao. 91 ’ Nos ultimos anos, a analise da fragao 
livre na urina (sem hidrolise) e a mais recomendada, por apresentar melhor correlagao com o risco da exposigao, 
forma preconizada pela ACGIH com um valor limite (BEI) de 0,4 mg/f. 11 Estudos demonstram que, em exposigoes 
ambientais medias de 83,2 ppm de n-hexano, ja sao observadas redugoes na amplitude do potencial de agao do 
nervo sensorial e, ainda, que esta redugao apresenta correlagao com o nivel de 2,5-HD livre. 14 

O n-hexano e biotransfonnado por isoenzimas do complexo cit P450 (fragoes 2E1 e 2B1/2). O fenobarbital induz 
a isoforma 2B1/2, podendo aumentar os niveis de metabolites formados. 1 Agao sinergica e observada na exposigao 
simultanea «-hexano/metiletilcetona (MEK) e a metil-isobutilcetona (MIBK). 16 Observou-se que, quando a 
exposigao ocorre simultaneamente entre n-hexano, acetona, tolueno e acetato de etila em niveis abaixo dos limites 
ocupacionais, os niveis de 2,5-HD urinaria permanecem inalterados. 17 
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Figura 41.1 Cromatograma de amostra de urina fortificada com 2,5-hexanodiona (2,5-HD; 10 mg/£) e padrao interno 
(PI; 5-metilexanona-2) (0,5 mg/f). 

Outros metodos 

Alem da CG-DIC, a determinagao da 2,5-HD pode ser realizada por cromatografia Hquida de alta eficiencia 
(CLAE), sendo utilizada extragao liquido-Hquido, ou por meio de reagao de derivatizagao com dansilidrazina ou 
2,4-dinitrofenilidrazona. A determinagao pode ser feita por fase reversa, e a detecgao com detector de fluorescencia 
e ultravioleta (UV) ou, ainda, com arranjo de diodos (DAD). O tratamento da amostra tambem apresenta 
variagoes ate mesmo pela analise por CG-DIC; e descrita purificagao da amostra em fase solida, utilizando colunas 
de silica SEP-PAK, Cl8; a eluigao e realizada com metanol ou acetonitrila e a extragao e desenvolvida normalmente 
com diclorometano. Os resultados obtidos mostram que, apesar de a recuperagao ser boa (em torno de 80%), o 
custo elevado deste procedimento nao justifica sua utilizagao. 19 Ha ainda a descrigao de metodos com derivatizagao 
com O-pentafluorobenzil-hidroxilamina ou /?-b util am in a, utilizando 2,4-pentanodiona como PI, com bons resultados 
frente a elevadas exposigoes ao «-hexano. 20 
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Capitulo 42 

Inseticidas Organofosforados e Carbamatos || 
Determ inagao da Atividade de Colinesterases 
Sanguineas por Colorimetria, Potenciometria e 

Espectrofotometria 


Erasmo Soares da Silva 


Introdu^ao 

Colinesterases sao enzimas responsaveis pela hidrolise da acetilcolina, presente em sinapses, mediando a 
transmissao de impulsos nervosos em fibras pre-ganglionares parassimpaticas e pos-ganglionares simpaticas. Sao 
divididas em dois grupos: 

• Acetilcolinesterase (colinesterase verdadeira): presente em hemacias, tecido nervoso e musculos estriados; 
exerce a maior importancia na degradagao da acetilcolina nas sinapses 

• Butirilcolinesterase (pseudocolinesterase): presente em varios tecidos, principalmente figado, plasma, pancreas 
e intestino delgado e, em menor concentragao, no sistema nervoso central e periferico. 1 

A determinagao da atividade de colinesterases sanguineas apresenta importancia do ponto de vista toxicologico na 
avaliagao da exposigao a inseticidas organofosforados e nitrogenados (carbamatos). Alguns estudos realizados no 
Brasil demonstram que essas classes de inseticidas se destacam entre as intoxicagoes por praguicidas em geral, e 
tern sido as maiores responsaveis pelas intoxicagoes no meio rural, considerando-se tambem o problema 
relacionado com o nao uso de equipamentos de protegao individual, o que acentua ainda mais os riscos decorrentes 
da exposigao. 12 No Brasil, as intoxicagoes agudas por praguicidas se destacam, sendo a maioria por inseticidas, nos 
quais se enquadram os organosfosforados e carbamatos. 4 

Os inseticidas organofosforados sao compostos organicos derivados do acido fosforico e apresentam duas 
caracteristicas importantes: (1) sao mais toxicos para os vertebrados que os demais inseticidas; (2) sao 
quimicamente instaveis; portanto, se degradam no ambiente, impedindo bioacumulagao. 5 ’ 6 

Os inseticidas carbamatos foram sintetizados e usados pela primeira vez na decada de 1930, como fungicidas; o 
interesse pelo seu uso como inseticida surgiu na decada de 1950. Esses inseticidas sao esteres derivados do acido 
carbamico e tambem apresentam alta atividade inseticida com baixa agao residual, mas uma toxicidade mais baixa 
quando comparados com os inseticidas organofosforados. 6 

A exposigao a estes inseticidas pode ocorrer principalmente no contexto ocupacional, em trabalhadores que 
aplicam inseticidas na lavoura, sem equipamentos de protegao adequados, ou pela ingestao acidental desses 
produtos e tentativas de suicidio. Vale a pena ressaltar que, nos ultimos anos, no Brasil, um produto em que o 
principio ativo e um carbamato (Aldicarb), cujo nome comercial e Temik®, popularmente conhecido como 
“chumbinho”, tern sido vendido clandestinamente e tern sido empregado com frequencia em tentativas de suicidio. 




A intoxicagao por inseticidas inibidores de colinesterases pode levar a um quadro de sinais e sintomas 
caracterizado por sudorese e salivagao, grave secregao bronquica, broncoconstrigao, miose, motilidade 
gastrintestinal aumentada, diarreia, tremores, espasmos musculares e diversos efeitos associados ao sistema 
nervoso central, tais como tontura, letargia, fadiga, cefaleia, confusao mental, depressao do centro respiratorio, 
convulsao e coma. 

Disposi^ao no organismo 

Os praguicidas organofosforados e os carbamatos sao absorvidos pela pele, pelo trato respiratorio e pelo trato 
gastrintestinal, e muitas vezes sua absorgao e favorecida pelos solventes presentes na formulagao. Nas exposigoes 
que ocorrem durantes os processos industrials de fabricagao, na formulagao, na aplicagao agropecuaria ou no 
controle de vetores em saude publica, as principals vias de exposigao sao a respiratoria e a cutanea. A absorgao oral 
pode ocorrer por ingestao voluntaria ou por alimentos contaminados. 4 ' 9 

Tanto os organofosforados como os carbamatos sofrem extensa biotransformagao. Os organofosforados podem 
softer ataque enzimatico em diferentes posigoes na molecula. A dessulfuragao oxidativa em que as formas P=S 
(formas tions) sao convertidas para as formas P=0 (formas oxons) resulta em produtos de biotransformagao com 
maior toxicidade para insetos e mamiferos. Outras reagoes que podem ocorrer sao a desarilagao e a desalquilagao 
oxidativa, envolvendo enzimas que utilizam a coenzima reduzida NADPH, o citocromo P450 e um sistema 
regenerador de NADPH, para produzir oxigenio e eletrons necessarios para produzir metabolites polares. A 
desmetilagao, com formagao de aldeidos, ocorre facilmente; essa reagao, contudo, nao e tao eficaz com grupos 
maiores como etila, propila etc. 4 ” As mono-oxigenases podem catalisar varias reagoes envolvendo substituintes, 
resultando em: (1) hidroxila do anel aromatico; (2) oxidagao do tioeter; (3) desaminagao; (4) N- e alquila- 
hidroxilagao; (5) formagao deN-oxido; (6) N-desalquilagao/ 

A hidrolise dos esteres do acido fosforico e do fosforotioico ocorre por meio de varias hidrolases teciduais 
(carboxiesterases nao especificas, arilesterases, fosforilfosfatases, fostriesterases e carboxiamidas). A fase II da 
biotransformagao ocorre por meio da glicuronidagao e sulfatagao de fenois, cresois e outros produtos de hidrolise 
do ester. 4,5 

Os esteres carbamicos podem sofrer ataques em varios pontos da molecula, dependendo do tipo de radical 
acoplado na estrutura basica. Alem da hidrolise do grupo ester-carbamico - espontanea ou pelas carboxilesterases 
teciduais com liberagao de fenol substituido, de dioxido de carbono e de metilamina, acontecem varias outras 
reagoes de oxidagao e redugao envolvendo a citocromo P450. Os tipos de reagoes oxidantes ocorridas com os 
carbamatos podem ser resumidos em dois principals grupos: (1) hidroxilagao direta do anel e (2) oxidagao de 
cadeias laterals. A fase II da biotranformagao envolve conjugagao glicuronica, com sulfatos e glutationa. 1 

Finalidadeda analise 

Os inseticidas anticolinesterasicos apresentam, como mecanismo de agao toxica, a inibigao da acetilcolinesterase 
neuronal, impedindo, assim, a degradagao do neurotransmissor acetilcolina, de modo que os sinais e sintomas da 
intoxicagao por esses compostos se devem ao acumulo de acetilcolina nas terminagoes nervosas. Como esse tipo de 
enzima tambem esta presente no sangue e e igualmente inibida, a determinagao da atividade de colinesterases no 
sangue e de grande importancia para a verificagao do grau de exposigao a inseticidas organofosforados e 
carbamatos. Em razao do percentual de inibigao verificada em um individuo, em associagao ao quadro clinico 
apresentado, pode-se saber se a exposigao ao inseticida esta sendo excessiva ou nao; se excessiva, pode-se ainda 
subdividir a intoxicagao em quatro tipos: latente, leve, moderada e grave. 9 

Na determinagao da atividade enzimatica no sangue, pode ser feita a analise da enzima presente no eritrocito, que 
e a propria acetilcolinesterase, tambem conhecida como colinesterase verdadeira, colinesterase especifica, 
acetilidrolase, colinesterase eritrocitaria etc., ou pode ser feita a determinagao da enzima plasmatica, conhecida 
como butirilcolinesterase, pseudocolinesterase, colinesterase inespecifica, colinesterase plasmatica ou serica, 
acilcolina- acilidrolas e etc. 4 ’ 1 (1 




Metodos analfticos 


■ Metodo potenciometrico 

Fundamento do metodo 

O metodo baseia-se na medida da variagao de pH de um meio no qual se adiciona a amostra (plasma ou solugao 
de eritrocitos), em que sera medida a atividade enzimatica, e substrato (acetilcolina) em meio tamponado. A enzima 
presente na amostra devera hidrolisar o substrato, liberando acido acetico, responsavel pela acidificagao do meio e, 
portanto, pela variagao de pH. 6,11 

Amostragem 

Sangue heparinizado: coletar de 2 a 5 m I de sangue em seringa umedecida com heparina ou tubo Vacutainer® 
contendo heparina. Transferir para tubo de centrifuga graduado de 15 mb e centrifugar a 2.000 rpm por 15 min. 
Nessas condigoes, o plasma e separado dos eritrocitos por intermedio de uma pipeta Pasteur. Manter sob 
refrigerapao (4°C) por, no maximo, 2 dias. 

Reagentes e solucoes 

• Cloridrato, iodeto, brometo ou perclorato de acetilcolina. Nota: apos a abertura da embalagem que contem o sal, 
deve-se mante-la hermeticamente fechada dentro de um dessecador a vacuo e no congelador. Os sais de 
acetilcolina sao extremamente higroscopicos e deliquescentes. Nao utilizar os sais que estejam hidratados 

• Barbital sodico 

• Di-hidrogenofosfato de potassio (KH 2 P0 4 ) 

• Cloreto de potassio (KC1) 

• Acido cloridrico concentrado (HC1) 

• Cloreto de sodio (NaCl) 

• Saponina purificada 

• Solugao de HC1 0,1 N: em um balao volumetrico de 100 mb, adicionar 0,85 mb de acido cloridrico concentrado 
e completar o volume com agua destilada 

Tampao I (para eritrocitos): transferir 0,4124 g de barbital sodico, 0,0454 g de KH 2 P0 4 , e 4,4730 g de KC1 para 
um balao volumetrico de 100 mb. Adicionar aproximadamente 90 mb de agua destilada e 2,0 mb de HC1 0,1 N. 
Completar o volume com agua para 100 mb. Dividir o tampao em varias aliquotas em frascos de 
aproximadamente 10 mb e congelar. Descongelar as aliquotas necessarias no momenta do uso e acertar o pH 
8,10 em potenciometro, utilizando HC1 0,1 N para o ajuste 

• Tampao II (para plasma): transferir 0,1237 g de barbital sodico, 0,0136 g de KH 2 P0 4 e 1,7535 g de NaCl para 
um balao volumetrico de 100 mb. Adicionar aproximadamente 90 mb de agua destilada e 1,0 mb de HC1 0,1 N. 
Completar o volume para 100 mb com agua destilada, dividir em aliquotas e congelar, da mesma maneira que o 
tampao I. Descongelar as aliquotas necessarias no momenta do uso e ajustar o pH 8,00 em potenciometro, 
utilizando HC1 0,1 N 

• Substrato para a enzima eritrocitaria: transferir 2,0 g de cloridrato, 2,489 g de brometo, 3,006 g de iodeto ou 
2,704 g de perclorato de acetilcolina para um balao volumetrico de 100 mb e completar o volume com agua 
destilada. Manter congelado quando nao estiver em uso 

• Substrato para a enzima plasmatica: transferir 3,0 g de cloridrato, 3,733 g de brometo, 4,509 g de iodeto, ou 
4,057 g de perclorato de acetilcolina para um balao volumetrico de 100 mb e completar o volume com agua 
destilada. Manter congelado quando nao estiver em uso 

• Solugao de saponina: dissolver 0,01 g de saponina purificada em 100 mb de agua destilada; conservar sob 
refrigeragao 

• Solugao de cloreto de sodio: dissolver 0,9 g de NaCl em 100 mb de agua destilada; conservar sob refrigeragao. 

Equipamentos 

• Peagametro com leitura de 0,01 unidade de pH 




Banho de agua a 25°C. 


Procedimento analitico 

Determinant) da atividade enzimatica nos eritrocitos 

• Misturar os eritrocitos obtidos na centrifugagao da preparagao da amostra, com o dobro ou o triplo de seu 
volume com solugao de NaCl e novamente centrifugar a 2.000 rpm por 15 min 

• Descartar o sobrenadante e repetir a operagao anterior, centrifugando, desta vez, por 20 min 

• Anotar o volume de celulas obtidas e retirar com pipeta de Pasteur parte do sobrenadante; deixar, no entanto, 

volume igual ao dos eritrocitos 

• Homogeneizar e transferir 0,4 mb dessa solugao para um tubo de ensaio contendo 9,6 mb de solugao de 
saponina e homogeneizar 

• Transferir 2 mb dessa solugao para um bequer de 5 mb e adicionar 2 mb de tarnpao I. Colocar a mistura em um 
banho de agua a 25°C por 10 min e medir o pH da mistura (pHl) 

• Retornar o bequer ao banho, adicionar 0,4 mb do substrato para eritrocitos e homogeneizar. Marcar o tempo e 

deixar que a reagao ocorra por 1 h 

• Decorrido esse tempo, medir novamente o pH (pH2). 

Determinant) da atividade enzimatica no plasma 

• Diluir o plasma separado da centrifugagao com agua destilada na proporgao de 0,02 mb de plasma para 1 mb de 
solugao total (plasma + agua) 

• Transferir 2 mb desta solugao para um bequer de 5 mb e adicionar 2 mb do tarnpao II 

• Colocar o bequer em banho de agua (25°C) por 10 min e medir o pH em peagametro (pHl) 

Retornar o bequer ao banho e adicionar 0,4 mb de substrato para plasma 

• Marcar o tempo e deixar que a equagao ocorra por 1 h 

• Decorrido esse tempo, medir novamente o pH (pH2). 

Para calculo da atividade enzimatica eritrocitaria e plasmatica, temos: 

ApH/hora = (pHl - pH2 - b) X f 

Em que pHl = pH inicial; pH2 = pH final; b = fator de corregao da hidrolise nao enzimatica, correspondente ao 
pH2; f = corregao das variagoes em ApH/hora com pH, correspondente ao pH2 (Quadro 42.1.). 

■ Metodo espectrofotometrico 
Fundamento do metodo 

O metodo proposto por Ellman et al. (1961) 12 e modificado por Harlin e Ross (1990) 1 ' baseia-se na medida 
colorimetrica da velocidade de hidrolise da acetiltiocolina pelas colinesterases sanguineas. A tiocolina liberada reage 
com o acido ditiobisnitrobenzoico (DTNB), liberando um composto de cor amarela que e quantificado 
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 412 mn. A variagao de absorbancia por minuto e diretamente 
proporcional a atividade enzimatica. 121 


Quadro 42.1 Fatores de corregao para o calculo da atividade enzimatica. 



Colinesterase eritrocitaria 


Colinesterase plasmatica 


pH2 

b 

f 

b 

f 

7,9 

0,03 

0,94 

0,09 

0,98 

7,8 

0,02 

0,95 

0,07 

1,00 


7,7 

0,01 

0,96 

0,06 

1,01 

7,6 

0,00 

0,97 

0,05 

1,02 

7,5 

0,00 

0,98 

0,04 

1,02 

7,4 

0,00 

0,99 

0,03 

1,01 

7,3 

0,00 

1,00 

0,02 

1,01 

7,2 

0,00 

1,00 

0,02 

1,00 

7,1 

0,00 

1,00 

0,02 

1,00 

7,0 

0,00 

1,00 

0,01 

1,00 

6,8 

0,00 

0,99 

0,01 

1,00 

6,6 

0,00 

0,97 

0,01 

1,01 

6,4 

0,00 

0,97 

0,01 

1,02 

6,2 

0,00 

0,97 

0,01 

1,04 

6,0 

0,00 

0,99 

0,01 

1,09 


Amostragem 

Sangue heparinizado: coletar I m 1 de sangue em uma seringa descartavel umedecida com heparina ou tubo 

Vacutainer® contendo heparina. 

Reagentes e solucoes 

• Iodeto de acetiltiocolina (conservar a -20°C quando nao estiver em uso) 

• Hidroxido de sodio (KOH) 

• Cromato de potassio (K 2 Cr0 4 ) 

• Fosfato dibasico de sodio hepta-hidratado (Na 2 P0 4 .7H 2 0) 

• Di-hidrogenofosfato de potassio (KH 2 P0 4 ) 

• Acido 5,5ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) 

• Bicarbonato de sodio (NaHC0 3 ) 

• Solugao de hidroxido de sodio 0,05 N: adicionar 3,3 g de KOH em um balao volumetrico de 1.000 m 1 e 
completar o volume com agua destilada 

• Solugao de cromato de potassio: adicionar 0,04 g de K 2 Cr0 4 em um balao volumetrico de 100 ml e completar 
o volume com KOH 0,05 N. Transferir 10 ml desta solugao para um balao de 100 ml e completar o volume 
com KOH 0,05 N 

• Solugao de fosfato dibasico de sodio 0,1 M (Reagente 1): adicionar 26,808 g de Na 2 HP0 4 em um balao 
volumetrico de 1.000 ml e completar o volume com agua destilada 

Solugao de di-hidrogenofosfato de potassio 0,1 M (Reagente 2): adicionar 13,609 g de KH 2 P0 4 em um balao 
volumetrico de 1.000 ml e completar o volume com agua destilada 

• Tampao fosfato, pH 7,00: a 100 ml do Reagente 1, adicione volume suficiente do Reagente 2 (cerca de 150 ml) 
para ajustar o pH para 7,00, em peagametro. Conservar refrigerado e usar somente quando estiver em 
temperatura ambiente 

• Tampao fosfato, pH 8,00: a 450 ml do Reagente 1, adicione volume suficiente do Reagente 2 (cerca de 50 ml) 



para ajustar o pH para 8,00, em peagametro. Conservar refrigerado e usar somente quando estiver em 
temperatura ambiente 

• Solugao de substrata: adicionar 0,1083 g de iodeto de acetiltiocolina em um balao volumetrico de 5 ml e 
completar o volume com agua destilada. Conservar congelado 

• Solugao de DTNB: adicionar 0,0396 g de DTNB em um balao volumetrico de 10 mb e adicionar 9 mb de 
tampao fosfato pH 7,00. Colocar aproximadamente 15 mg de NaHC0 3 e completar o volume com o mesmo 
tampao. Conservar congelado. 

Equipamentos e acessorios 

• Espectrofotometro para a regiao do visivel. Calibragao: ajustar no aparelho o comprimento de onda de 410 nm. 
Ajustar o zero de absorvancia com agua destilada e efetuar a leitura da solugao de cromato de potassio. A 
absorvancia lida devera estar entre 0,186 e 0,210. Se nao estiver nesta faixa, o aparelho devera ser examinado e 
recalibrado de acordo com as especificagoes do fabricante 

• Peagametro, com leitura de 0,01 unidade de pH. 

Procedimento analitico 

Determinant) da atividade enzimatica em sangue total 

• Adicionar 10 mb de tampao fosfato pH 8,00 em um tubo de ensaio de 15 mb com tampa e juntar 10 pb de 
amostra de sangue a ser analisada; homogeneizar 

• Pipetar 3 mb dessa mistura para uma cubeta e adicionar 50 pb da solugao de DTNB 

• Colocar a cubeta no compartimento do espectrofotometro e ajustar o zero de absorvancia a 412 nm 
Adicionar 20 pb da solugao de acetiltiocolina, homogeneizar e, apos 1 min, acompanhar a leitura de absorvancia 
a cada minuto, por pelo menos 5 min; calcular a media desses valores. 

Determinant) da atividade enzimatica em plasma 

• Centrifugar o sangue heparinizado a 2.000 rpm por 10 min e separar o plasma 

• Adicionar 6 mb de tampao fosfato pH 8,00 em um tubo de ensaio de 15 mb e juntar 10 pb de plasma; 
homogeneizar 

• Pipetar 3 mb desta solugao para uma cubeta 

• Adicionar 25 pb da solugao de DTNB e colocar a cubeta no compartimento do espectrofotometro 

• Ajustar o zero de absorvancia a 412 mn 

• Adicionar na cubeta 20 pb da solugao de substrato e misturar bem por inversao. Retornar a cubeta para o 
compartimento do aparelho e, apos 1 min, anotar a absorvancia a cada minuto, durante 5 min 

• Calcular a variagao de absorvancia a cada minuto e a media desses valores. 

Para calculo da atividade enzimatica de sangue total e plasma, temos a variagao de absorvancia por minuto, 

representada pela equagao: 


(AA/minuto) = 




inicial 


minuto 


) 


Deve ser feita a media dos valores de AA/minuto das cinco leituras. 

A atividade enzimatica sera expressa em micromoles de substrato hidrolisado por mb de amostra/minuto: 

( 1 . 000 ) 

AA/min X-X 1 X FD 

(1,36 X 10 4 ) 

Em que 1,36 x 10 4 M 1 x cirT 1 = coeficiente de extingao molar do anion de coloragao amarela formado 
(tionitrobenzoato); 1.000 = fator de conversao (de mmoles/mb para pmoles/mb); 1 = caminho optico (espessura da 
cubeta) em cm; FD = fator de diluigao (4.000 para sangue total e 600 para plasma). 




■ Metodo colorimetrico 


Fundamento do metodo 

Este metodo 614 baseia-se na variagao de pH do meio de reagao, pelo acido acetico liberado na hidrolise da 
acetilcolina pela enzima colinesterase, verificada por meio do indicador azul de bromotimol, que assume diferentes 
coloragoes em fungao da atividade enzimatica. 

Amostragem 

O sangue total pode ser obtido por pungao do dedo com lanceta ou agulhas descartaveis, para execugao imediata 
do ensaio. Para a construgao do conjunto comparador de solugoes coloridas, e necessario coletar 1 mb de sangue 
heparinizado de pessoas nao expostas a anticolinesterasicos. 

Reagentes e solugoes 

• Perclorato, cloridrato, brometo ou iodeto de acetilcolina 

• Acido acetico glacial 

• Azul de bromotimol (ABT) 

• Solugao de ABT: pesar 0,0454 g de ABT e dissolver ao maximo em 100 mb de agua destilada fria previamente 
fervida para remover o dioxido de carbono (a presenga de cristais insolubilizados nao interfere na analise). 
Ajustar o pH para 7,05 ± 0,02 com solugao de hidroxido de sodio 0,1 N. Conservar bem tampado, em geladeira. 
Aferir e acertar o pH diariamente com solugao de HC1 ou NaOH 0,1 N 

• Solugao aquosa de acido acetico 0,01 N: em um balao volumetrico de 100 mb, adicionar 0,58 mb de acido 
acetico glacial e completar o volume com agua destilada isenta de dioxido de carbono 

• Solugao aquosa de acetilcolina 2.10 2 M: pesar 0,250 g de perclorato, 0,185 g de cloridrato, 0,278 g de iodeto 
ou 0,230 g de brometo de acetilcolina e dissolver em um balao volumetrico de 50 mb com agua destilada 
fervida. Completar o volume do balao. Conservar refrigerado. 

Equipamentos e acessorios 

• Peagametro, com leitura de 0,01 unidade de pH 

• Cubetas de plastico, em formato de T, para leitura em espectrofotometro. 

Procedimento analitico 

Preparo do conjunto comparador de solugoes coloridas 

Em 10 tubos de ensaio de 15 mb, adicionar 1 mb de solugao de ABT, 0,02 mb de sangue e volumes variados da 
solugao de acido acetico (0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10; 0,11; 0,12; 0,13 e 0,14 mb). Completar o volume com 
agua destilada para 2,02 mb. Cada uma das solugoes correspondera a uma porcentagem de atividade enzimatica 
(Quadro 42.2). 


Quadro 42.2 Construgao do conjunto comparador de solugoes coloridas. 


Cubetas n° 

Volume da solugao de acido 
acetico (m£) 

Atividade enzimatica (%) 

Colorado da solugao 

1 

0 

0 


2 

0,02 

0 a 12,5 


3 

0,04 

12,5 a 25,0 






Azul-esverdeada 

4 

0,06 

25,0 a 37,5 

▼ 

5 

0,08 

37,5 a 50,0 

Verde-amarelada 

6 

0,10 

50,0 a 62,5 

Alaranjada 

7 

0,11 

62,5 a 75,0 


8 

0,12 

75,0 a 87,5 


9 

0,13 

87,5 a 100,0 


10 

0,14 

100,0 



Esse conjunto comparador devera ser mantido sob congelamento ate o momenta do uso. Essas solugoes podem 
ser utilizadas por 2 semanas, sem alteragoes significativas na coloragao. 

Medida da atividade enzimatica 

Para determ inagao do tempo de reagao: 

• Adicionar em um tubo de ensaio 1,0 ml de solugao de ABT, 0,02 mb de sangue de um indivlduo nao exposto a 
anticolinesterasicos e 1,0 mb de solugao de acetilcolina, marcando o tempo 

• Transferir o conteudo do tubo para uma cubeta de espectrofotometro e esperar o tempo necessario para que a 
solugao adquira a coloragao laranja correspondente a 100% de atividade (cores similares as cubetas 9 e 10 do 
conjunto comparador de solugoes coloridas - CCSC). O tempo obtido sera a referenda para as amostras de 
pessoas expostas a anticolinesterasicos. Nota : se a cor inicial da mistura sangue-azul de bromotimol-acetilcolina 
for equivalente a mais de 12,5% de atividade, observado no conjunto comparador, e possivel que um dos dois 
problemas esteja ocorrendo: (a) hidrolise espontanea da acetilcolina e, neste caso, deve-se desprezar o subtrato e 
preparar nova solugao; (b) alteragao do pH da solugao de azul de bromotimol e, neste caso, devera ser 
novamente acertado o pH com NaOH 0,1 N. 

Para analise de amostras de individuos expostos a anticolinesterasicos, submeter as amostras ao mesmo 
procedimento descrito no item anterior, deixando que a reagao ocorra durante o mesmo tempo determinado. Feito 
isso, e necessario comparar a cor adquirida pela reagao com o conjunto de solugoes e determinar a porcentagem de 
atividade enzimatica correspondente. 

Interpreta^ao analitica 

Apesar de os metodos enzimaticos, em geral, apresentarem valores considerados “normais” ou “de referencia”, a 
faixa de variabilidade de atividade enzimatica entre diferentes individuos e muito grande. Por exemplo, estudos 
efetuados por diferentes autores, utilizando o metodo potenciometrico preconizado por Michel (1949), 11 forneceram 
uma faixa de variagao entre 0,706 e 1,139 para a colinesterase plasmatica, e 0,670 a 0,953 para a colinesterase 
eritrocitaria. Alguns estudos tern demonstrado variagao de atividade enzimatica intraindividual da ordem de 50%. 3 ’ 6 

A variabilidade interindividual das atividades da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase pode ocorrer em fungao 





de varios estados patologicos (gravidez, alcoolismo, anemia, infecpoes agudas e cronicas, ulcera duodenal, infarto 
agudo do miocardio, cancer de figado, hepatite e cirrose), alem das alterapoes ocasionadas por exposipao a 
substancias quimicas (fluoretos, fenotiazinicos, antibioticos, atropina, codeina e barbituricos), e podem variar 
conforme etnia, idade e sexo. 3 

Portanto, e recomendado conliecer o nivel de atividade enzimatica na pre-exposipao; ou seja, antes do inicio da 
exposipao ocupacional aos inseticidas, de modo que cada trabalhador passe a ser seu proprio controle. Em geral, 
sao esperados sintomas clinicos quando se tern mais que 50% da atividade da acetilcolinesterase cerebral inibida e 
niveis de inibipao maiores que 90% sao associados a toxicidade grave. 1 '' 

Diante da impossibilidade de obtenpao do valor de atividade inicial antes da exposipao aos inseticidas 
anticolinesterasicos, e necessaria a determinapao de valores de referenda para cada grupo ocupacional. 

A acetilcolinesterase eritrocitaria tern demonstrado ser um parametro mais confiavel que a colinesterase 
plasmatica na avaliapao da exposipao, pois a enzima presente no eritrocito e a mesma presente no sistema nervoso. 
Alem disso, a atividade da enzima eritrocitaria no sangue depende muito da meia-vida dos eritrocitos (120 dias); 
portanto, pode ser considerado um melhor avaliador de situapoes de exposipao cronica, ao passo que a 
butirilcolinesterase apresenta meia-vida de apenas 1 semana. Dessa maneira, a redupao predominante da 
acetilcolinesterase eritrocitaria pode indicar exposipoes de carater nao recente aos praguicidas, ou exposipoes 
sucessivas a doses baixas, em funpao da sua menor taxa de renovapao em comparapao com a butirilcolinesterase 
plasmatica. A exposipao grave costuma ser refletida na depressao de ambas as enzimas. 3,16 18 

A diminuipao da atividade da enzima plasmatica nao esta necessariamente associada a sintomas de intoxicapao 
por anticolinesterasicos e uma grande inibipao desta enzima tern sido notada na ausencia de qualquer alterapao na 
acetilcolinesterase eritrocitaria. 19 

A enzima plasmatica pode nao so estar diminuida, mas tambem, em alguns casos, aumentada, em situapoes como 
obesidade, psoriase, hipertensao essencial, tireotoxicose, nefrose, asma, alcoolismo, esquizofrenia, entre outras. 2 " 

De acordo com a Nonna Regulamentadora n° 7 da Secretaria da Seguranpa e Saude no Trabalho, recomenda-se a 
determinapao da atividade enzimatica pre-ocupacional; os indices biologicos maximos permitidos sao: 30% de 
depressao da atividade inicial para a acetilcolinesterase eritrocitaria e 50% de depressao da atividade inicial para a 
colinesterase plasmatica. 21 

Com relapao aos metodos analiticos apresentados, e possivel afirmar que o potenciometrico e o 
espectrofotometrico sao mais apropriados para uso em laboratories; ao passo que o metodo colorimetrico, por ser 
mais simples e nao necessitar de qualquer tipo de equipamento, apresentando tambem menor sensibilidade e 
exatidao, e mais adequado para ser aplicado como um teste de campo. Nesse caso, ao identificar um nivel de 
atividade enzimatica inferior a 75%, o individuo deve ser encaminhado para coleta de sangue e posterior analise por 
metodos mais sensiveis e precisos/ 1 

O metodo potenciometrico e sensivel, preciso, nao utiliza equipamentos sofisticados e faz uso de reagentes de 
facil aquisigao em geral. O metodo espectrofotometrico pode ser utilizado quando se deseja uma rapida 
determinapao de atividade enzimatica e quando ha exigencia de boa precisao e sensibilidade, como em intoxicapoes 
agudas. Apesar de o metodo original ter sido descrito por Ellman et al. (1961), 12 recentes trabalhos afirmam o seu 
uso, seja na fonna original ou com modificapoes propostas. 122 21 

Assim, e de grande importancia que cada metodo defina seus proprios valores de referenda isoladamente. 

Outros metodos 

Apesar de os metodos descritos neste capitulo serem os mais utilizados, outros metodos tern sido descritos na 
literatura: 111 

• Metodos manometricos: o acido liberado pela hidrolise da acetilcolina reage com o ion bicarbonato para formar 
acido carbonico, havendo posteriormente liberapao de dioxido de carbono, que e medido por um manometro 

• Metodos titulometricos: baseiam-se na determinapao da atividade de colinesterases sanguineas pela titulapao do 
acido liberado na hidrolise do ester da colina com uma base padronizada 

• Metodos espectrofotometricos: alguns autores propoem que o acido liberado pela hidrolise da acetilcolina seja 
medido por espectrofotometria, utilizando um indicador de pH presente na mistura de reapao, como azul de 



bromotimol, vermelho de fenol, ou m-nitrofenol 

• Metodos condutimetricos: baseiam-se na variagao da condutancia na mistura de reagao quando ocorre a hidrolise 
do substrato 

• Metodos radiometricos: baseiam-se na medida da intensidade de radiagao emitida por um substrato marcado 
normalmente com carbono 14. 
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Agua por Cromatografia Gasosa com Detector 
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Introdu^ao 

Diversos compostos organofosforados (OF) apresentam relevancia toxicologica pelo fato de atuarem como 
praguicidas na agricultura e pecuaria. Os praguicidas organofosforados sao esteres derivados do acido fosforico e 
seus homologos (acido tiofosforico, acido ditiofosforico, acido fosfonico e outros). 1 Suas propriedades inseticidas 
foram evidenciadas a partir de 1937 por G. Schrader, na Alemanha, com a sintese do Tabun e do Sarin. 2 Alem da 
agao principal como inseticidas, esses compostos agem tambem como acaricidas, nematicidas e fungicidas, 
possibilitando inumeras aplicagoes. 

Dependendo de suas estruturas quimicas, os OF variam em toxicidade. Alguns deles chegam a ser classificados 
na categoria de “extremamente toxicos” (classe I), de acordo com a classificagao toxicologica dos agrotoxicos, 3 
tendo-se como exemplo a parationa metilica. 4 ’ 5 

Por conta do grande potencial de aplicagao, efetividade sobre diversas pragas e relativa instabilidade quimica 
(associada a menor persistencia ambiental e acumulo, em comparagao com os compostos organoclorados), os OF 
sao os agrotoxicos mais usados na atualidade. 

Nesse contexto, torna-se relevante no Brasil, um dos maiores consumidores de praguicidas do mundo, 6 a 
preocupagao com a contaminagao de alimentos e aguas por inseticidas OF. 

Dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) mostram uma tendencia crescente na produgao 
nacional de graos, com previsao de chegar a quase 200 milhoes de toneladas na safra 2013/2014." Estimativas 
recentes indicam o Brasil como responsavel por 19% do mercado mundial de praguicidas, consumindo mais de 1 
milhao de toneladas de produtos e tendo as lavouras de soja, milho, algodao e cana-de-agucar como responsaveis 
por 80% das vendas do setor. 9,10 

Um levantamento da Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), por meio do Programa de Analise de 
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), mostra que quase 1/3 dos alimentos analisados em certo periodo 
encontrava-se em condigoes insatisfatorias quanto a presenga de agrotoxicos; dentre eles, a classe de maior destaque 
tern sido sistematicamente a dos organofosforados. 1011 

Uma vez que o uso dos praguicidas e praticamente ubiquo na produgao dos alimentos, o potencial para 
contaminagao e ocorrencia em aguas e muito grande, tanto pelo uso da irrigagao quanto pela agao das chuvas, que 
provocam a lixiviagao desses compostos ate os corpos de agua. 

No Brasil, a Resolugao Conama n° 357/2005 12 e a Portaria do Ministerio da Saude (MS) n° 2914/2011 
estabelecem alguns criterios e limites sobre a classificagao das aguas e sobre a sua potabilidade para consumo 




humano. No entanto, sao escassos os dados sobre o atendimento a esses criterios. 

O Sistema de Informagao de Vigilancia da Qualidade da Agua para Consumo Humano (Sisagua) inclui o 
monitoramento e a notificagao sobre a qualidade da agua. Contudo, dados de apenas 16% dos municlpios do pals 
foram avaliados nesse sistema, para o ano de 2011. De qualquer maneira, e um alerta importante que 7,7% dos 
municipios avaliados naquele ano apresentaram desobediencia aos padroes estabelecidos pela Portaria da 
Potabilidade da Agua em vigencia a epoca. 14 

Disposigao no organismo 

Nos humanos, os OF sao absorvidos pela pele, pelos tratos respiratorio e gastrintestinal. As duas primeiras vias 
sao mais relevantes para a exposigao ocupacional, nos processos de fabricagao, preparo da formulagao ou aplicagao 
agropecuaria. Por sua vez, a ultima via esta associada a ingestao direta (envenenamento ou tentativa de suicidio) ou 
indireta (contaminagao de alimentos ou agua) desses compostos. 15 

Uma vez absorvidos, os OF sao distribuidos por todos os tecidos, inclusive o sistema nervoso central, 
interagindo com diversas enzimas. Como agao principal, os OF atuam nos organismos vivos ligando-se ao sitio 
esterasico da acetilcolinesterase (AChE), impedindo sua ligagao a acetilcolina. A enzima e inativada 
permanentemente nas varias sinapses colinergicas do sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso autonomo 
(SNA), devido a desalquilagao da molecula de organofosforado, tornando a enzima fosforilada. 1 

Para fins de diagnostico e controle da exposigao a esses agentes, alem dos sintomas agudos tipicos apresentados, 
a determinagao da atividade da colinesterase sanguinea e usada como indicador biologico de efeito. 1 Apesar de 
existir o potencial analitico para o monitoramento de alguns produtos de biotransformagao caracteristicos dos OF, o 
uso destes como indicadores biologicos de dose interna ainda nao e comumente relatado. 

Os principals efeitos da exposigao aguda aos OF estao relacionados com a inibigao da degradagao da acetilcolina. 
Dessa maneira, a intoxicagao aguda caracteriza-se por sinais de hiperatividade colinergica no SNA, inibigao da 
transmissao sinaptica pela placa motora dos musculos esqueleticos e interference na transmissao sinaptica 
central. 2 ’ 10 

Alem dos efeitos agudos, efeitos neurotoxicos retardados e outros efeitos cronicos (p. ex., insonia, ansiedade, 
depressao, esquizofrenia, sinais parkinsonianos e falhas de memoria) estao associados a exposigao aos OF. 10,16 

Finalidadeda analise 

A finalidade direta da analise descrita neste capitulo e a determinagao da presenga e concentragao de praguicidas 
organofosforados em amostras de agua. Tal aplicagao possibilita o monitoramento dos OF em matrizes aquosas, 
viabilizando o estabelecimento do grau de contaminagao e adequagao das aguas aos diferentes tipos de consumo. 
Em ultima instancia, as consequencias desse tipo de analise incluem a prevengao de intoxicagoes e a avaliagao do 
impacto ambiental do uso dos agrotoxicos. 

Adicionalmente, ha aplicagao direta dessa analise para a determinagao de alguns dos compostos listados na 
Resolugao Conama n° 357/2005 12 e Portaria MS n° 2914/2011. 

Por fim, estudos em areas correlatas da ciencia - como, por exemplo, as avaliagoes da sazonalidade e das 
caracteristicas do solo sobre a contaminagao das aguas - podem fazer uso da analise ora descrita. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

O metodo e fundamentado no uso da tecnica de extragao em fase solida (SPE) na modalidade de discos de 
extragao (SPE disks). Nesse tipo de extragao, a amostra e percolada na fase extratora, o que toma possivel que os 
analitos de interesse sejam retidos e concentrados nessa fase, para que, em etapa posterior, possam ser eluidos em 
um volume reduzido de um solvente apropriado. 

No caso particular da SPE em discos, o material extrator tambem e um sorvente particulado, geralmente usado 





em cartuchos de SPE. Essas particulas, no entanto, estao coesamente arranjadas em uma matriz inerte de suporte 
que possibilita a fabricagao de um meio de extragao denso e uniformemente distribuido no formato de um disco. 1 

As etapas operacionais envolvidas na SPE em disco sao as mesmas da SPE convencional em cartucho. 
Primeiramente, faz-se o condicionamento do disco passando-se atraves dele um ou mais solventes apropriados. Em 
seguida faz-se o carregamento da amostra e, apos a passagem desta, pode-se proceder a lavagem de interferentes 
eventualmente retidos de maneira fraca sobre o disco. Por fim, costuma-se secar o disco por meio da passagem de 
ar atraves dele e, como ultima etapa do seu processamento, faz-se a eluigao dos analitos de interesse com o solvente 
apropriado. Apos a obtengao do extrato, etapas como remogao da umidade e concentragao por meio da evaporagao 
do solvente podem preceder a analise propriamente dita, geralmente feita por algum tipo de tecnica cromatografica. 

Como caracteristica interessante, o formato de SPE em discos possibilita uma rapida cinetica para transferencia 
de massa dos analitos da amostra para a fase extratora. Assim, possibilita-se a passagem de um grande volume de 
amostra em um tempo relativamente mais curto do que aquele demandado por extragoes em cartuchos. 

Como resultados das supracitadas caracteristicas, a SPE em discos possibilita alta taxa de pre-concentragao dos 
analitos, processando grandes volumes de amostras e recuperando-os em volumes reduzidos de solvente. Esse 
formato em discos viabiliza a alta produtividade, principalmente se associado a automagao do processo e ao uso de 
varias estagoes de extragao em paralelo. Alem disso, garante-se um desempenho caracterizado por recuperagoes 
consistentes e com reduzido consumo de solventes, possibilitando, em algumas aplicagoes, a eliminagao da etapa de 
evaporagao/secagem do solvente. 

O sucesso das aplicagoes da SPE em disco depende de um apropriado desenvoivimento do metodo analitico. 
Assim, por meio da adequada escolha das caracteristicas quimicas do sorvente e dos solventes de limpeza e eluigao, 
bem como ajustes relacionados com a vazao de solventes/amostra e temporizagao de cada uma das etapas, garante- 
se boa recuperagao dos analitos e adequada eliminagao de interferentes. No caso dos compostos OF, o uso de 
extragao em fase C18 garante extragoes com alta recuperagao, mesmo em grandes volumes de amostras, para 
analitos com log K oa (coeficiente de partigao octanol/agua) maior que 2. 

Por fim, vale citar que metodos oficiais como o US EPA 3535 trazem a SPE em discos como tecnica para a 
analise de diversos compostos em agua. IN 

■ Amostragem 

A amostragem deve ser feita em frasco de vidro ambar de 1 i previamente descontaminado quimicamente e com 
tampa protegida por membrana de PTFE para evitar adsorgao e perda dos analitos. Deve-se evitar a coleta em locais 
com agua estagnada e proximos as margens. Os frascos devem ser introduzidos na agua com a boca para baixo, 
para evitar a coleta de materials flutuantes na superficie da agua, bem como grandes materials particulados. A coleta 
deve ser feita contra a correnteza ou movimentando-se o frasco a frente, para provocar uma corrente de agua. 

Apos a coleta, os frascos devem ser refrigerados com gelo, protegidos da luz e encaminhados imediatamente ao 
laboratorio. Para redugao da atividade biologica, as amostras podem ser acidificadas a pH 3 com acido sulfurico 
(medido em papel indicador), sendo mantidas a 4°C e processadas por SPE em discos em ate 48 h. 1 Para esse tipo 
de amostra, os metodos da US EPA recomendam a manutengao da amostra em temperatura igual ou inferior a 6°C, 
por ate 7 dias, para a realizagao da extragao, devendo-se analisar o extrato em ate 40 dias, mantendo-o nas mesmas 
condigoes de refrigeragao. 

■ Reagentes e solutes 

• Solugao-estoque de cada OF selecionado (diazinona, parationa metilica, pirimifos metilico, malariona, etiona, 
fenitrotiona) em concentragao de 1,0 mg/mf, em acetato de etila grau HPLC ou grau de analise de residuos 

• Solugao intermediaria com mistura dos OF preparada em metanol grau HPLC ou grau de analise de residuos. 
Concentragao de 50,0 pg/m£ para diazinona, parationa metilica e pirimifos metilico; e concentragao de 100,0 
pg/mf para malationa e etiona 

• Solugao intermediaria contendo 250 pg/m£ de fenitrotiona (padrao interno) em metanol grau HPLC ou grau de 
analise de residuos 

• Solugoes padrao de uso (para calibragao do metodo), em agua, nas concentragoes de 2,5; 5,0; 12,5; 25,0 e 50,0 
pg/f para diazinona, parationa metilica e pirimifos metilico; nas concentragoes 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100,0 pg/ 


£ para malationa e etiona; e na concentragao 25 pg/£ para o padrao intemo fenitrotiona. Pipetar respectivamente 
50; 100; 250; 500 e 1.000 p£ da solugao intermediaria com mistura dos OF e mais 100 p£ da solugao 
intermediaria do padrao interno, para baloes volumetricos de 1,0 £, preenchendo-os com agua acidificada a pH 3 
(com acido sulfurico) 

• Para as amostras, pipetar apenas 100 p£ da solugao intermediaria do padrao interno para baloes volumetricos de 
1,0 £, preenchendo-os com a amostra acidificada a pH 3 (com acido sulfurico). 

As solugoes padrao-estoque e intermediarias, apos serem preparadas, deverao ser transferidas para frascos de 

vidro ambar com septo revestido internamente por PTFE ou outro material inerte ao solvente e a sorgao dos 

analitos. Apos o uso das solugoes, os frascos deverao ser armazenados em temperatura de-20°C. 

As solugoes padrao de uso (para calibragao do metodo) e as amostras devem permanecer refrigeradas a 4°C ate o 

momenta da extragao, em frascos de vidro ambar. 

• Metanol grau HPLC ou grau de analise de residuos 

• Acetato de etila grau HPLC ou grau de analise de residuos 

• Acido sulfurico p.a. 

• Solugao de acido sulfurico em agua (1:1) 

• Sulfato de sodio anidro. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatagrafo a gas equipado com detector fotometrico de chama no modo fosforo (DFC/P) 

• Estagao /software de processamento de dados e integragao dos picos cromatograficos 

• Coluna cromatografica capilar de silica fundida 35% fenil - 65% dimetilpolissiloxano de 30 m x 0,53 mm e 
filme de 0,5 pm 

• Gas de arraste: nitrogenio a vazao de 8 ml/min 

• Temperatura do detector a 240°C 

• Temperatura do injetor/vaporizador a 270°C 

• Programagao da temperatura do forno da coluna: inicial a 160°C com rampa de aquecimento de 2,5°C/min ate 
200°C, mantida por 2,5 min; rampa de 20°C/min ate 270°C, mantida por 2,5 min 

• Volume de injegao: 1 p£ em modo splitless (sem divisao) 

Discos de extragao por SPE com fase C18 de 47 mm de diametro, ENVI®-18 DSK (Supelco®) ou similar 

• Sistema de extragao a vacuo para SPE em discos, manual (p. ex., tipo ENVI®-Disk Holder, Supelco®) ou 
automatico (p. ex., SPE-DEX® 4790,* Horizon Technology®) 

• Sistema de ultrapurificagao de agua (p. ex., sistema Milli-Q®) 

• Sistema a vacuo de filtragao por membranas porosas (p. ex., Millipore®) 

• Papel de filtro tipo Whatman® < 2 pm 

Membrana de acetato de celulose 0,45 pm de poro e diametro compativel com o sistema de filtragao a vacuo (p. 
ex., Millipore® 47 mm) 

• Pipetas automaticas de volume regulavel (p. ex., 50 a 200 p£ e 200 a 1.000 p£). 

■ Procedimento analitico 

• Preparagao da amostra: amostras com materials particulados ? podem ser filtradas sequencialmente por papel de 
filtro tipo Whatman® < 2 pm e por membrana filtrante de 0,45 pm, antes da extragao 

• Preparagao da amostra e das solugoes dos padroes: adicionar 10 m£ de metanol a solugao da amostra e das 

solugoes dos padroes de uso (calibradores) (1 £), para manter o condicionamento do disco durante a extragao; 

deixar as solugoes equilibrarem com a temperatura ambiente 

• Limpeza do disco: colocar o disco de SPE no aparelho de extragao e lava-lo com 5 m£ de acetato de etila sob 
vacuo de aproximadamente 15” Hg, secando-o por 5 min 

• Condicionamento do disco: condicionar o disco com 5 m £ de metanol, lentamente sob vacuo de 

aproximadamente 1,5” Hg, seguido de 10 m£ de agua ultrapura tambem a 1,5” Hg, sem deixar que o disco 

seque durante esses procedimentos; ou seja, adicionar a agua antes de o metanol eluir por completo, e a amostra 




antes de a agua eluir por completo (e importante nao deixar o disco secar ao longo dessa etapa) 

• Adigao da amostra ou padroes: aplicar os padroes de uso, a amostra ou o branco (gradativamente ou vertendo e 
apoiando o frasco de boca para baixo no suporte do aparelho de extragao), fazendo com que o 1 b de solugao 
passe continuamente pelo disco ja condicionado (alem disso, e importante nao deixar o disco secar ao longo 
dessa etapa) 

• Eluigao da amostra ou padroes: estabelecer a eluigao com vacuo de aproximadamente 10” Hg, suficiente para 
uma vazao de aproximadamente 100 ml:/min;::; 

• Secagem do disco: secar o disco sob vacuo de 15” Hg por 5 min 

Retirada da agua e montagem do aparato para eluigao dos analitos: quebrar o vacuo, desacoplar com cuidado o 
aparelho de extragao para esvazia-lo da agua processada e remonta-lo, inserindo o tubo de coleta do eluato no 
seu interior 

• Eluigao dos analitos: adicionar 5 mb de acetato de etila sobre o disco de extragao, fazendo movimentos 
circulares para que o solvente tenha o maximo de contato com a superflcie interna do aparelho de extragao; 
aguardar 2 min e aplicar vacuo de aproximadamente 5” Hg para percolagao de todo o solvente; apos passagem 
do solvente, aumentar o vacuo a 15” Hg, para garantir que todo o solvente tenha sido direcionado ao tubo de 
coleta 

• Transference, remogao da agua residual e acerto final do volume: filtrar o conteudo do tubo de coleta sobre 2,5 
g de sulfato de sodio anidro, coletando o filtrado em balao volumetrico de 5,0 mb; completar o volume com 
acetato de etila 

• Injegao no cromatografo: injetar 1,0 pb da amostra, com seringa apropriada, no cromatografo previamente 
programado. A Figura 43.1 ilustra o perfil cromatografico esperado de acordo com o metodo descrito. 

■ Parametros de valida^ao 

O metodo analitico validado apresentou as seguintes figuras de merito (mais detalhes podem ser consultados em 
dos Santos Neto e Siqueira [2005]): 14 

Faixa de resposta linear do metodo aplicado: 2,5 a 50 pg/ b para diazinona, parationa metilica e pirimifos 
metilico e 5,0 a 100 pg/b para malationa e etiona, com coeficiente de correlagao (R) entre 0,994 e 1,000 

• Limite de quantificagao (LQ): 2,5 e 5,0 pg/b, respectivamente, para os analitos das duas faixas lineares 

• Efeito de matriz: nao foram observados efeitos de matriz na comparagao entre a agua ultrapura e as amostras 
ambientais avaliadas. Nota: este parametro deve ser reavaliado em novas aplicagoes, pois as matrizes 
ambientais podem variar significativamente. 

• Precisao: coeficientes de variagao obtidos para todos os pontos, e os diferentes analitos variaram entre 0,75 e 
6,9% (intraensaio e interensaio) 

• Recuperagao do metodo: a recuperagao para a concentragao de 5 vezes a concentragao do LQ variou entre 73 e 
95% para os diferentes analitos. 

■ Consideragoes sobre o metodo 

Os valores de concentragao dos OF obtidos em amostras de agua costumam ser expressos na unidade de pg/b ou 
ng/ b. Para a quantificagao, usa-se o metodo de padrao interno, para corrigir eventuais variagoes do preparo de 
amostras e injegao no cromatografo. 

A separagao cromatografica dos OF extraidos por esse metodo deve ser avaliada cuidadosamente para cada 
amostra. Eventualmente, outros OF podem estar presentes na amostra e devem ser adequadamente separados pelo 
metodo cromatografico. Um modo de melhorar a separagao e tambem acrescentar ganho em sensibilidade e por 
meio da escolha de uma coluna capilar de 0,25 mm de diametro interno e filme de 0,25 pm. Nesse caso, pode-se 
manter a injegao de 1 pb em modo splitless, desde que ajustada a programagao do forno para uma etapa inicial a 
baixas temperaturas (60 a 80°C) por alguns minutos, para a refocalizagao dos analitos. A vazao usada nesse caso 
devera ser de 1 a 2 mb/min, e devera resultar em uma separagao mais eficiente e com menores LD para os 
compostos de interesse. 

Adicionalmente, para maiores ganhos em detectabilidade, o extrato final do disco de extragao pode ser evaporado 
ate a secura, sob fluxo de nitrogenio, sendo retomado em volume reduzido do mesmo solvente (entre 50 e 250 pb). 


Deve-se salientar que, para qualquer alteragao no metodo que envolva a sua sensibilidade, uma nova calibragao 
devera ser executada de acordo com esses novos parametros. 

Alem do detector fotometrico de chama no modo fosforo (DFC/P), outro detector seletivo recomendado para a 
analise de compostos OF, e comumente encontrado nos laboratories, e o detector de nitrogenio-fosforo (DNP). 
Apesar de mais sofisticada e cara, a analise por CG-EM (cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massas) tambem e altamente eficiente e seletiva para a analise de compostos OF. No caso de amostras que gerem 
cromatogramas muito complexos ou que exijam extremo grau de confiabilidade, esta ultima e a tecnica de escolha, 
devendo-se optar pela analise no modo de monitoramento ion-seletivo (SIM, selected ion monitoring), ajustando-se 
os parametros do equipamento para a deteegao de 3 a 4 dos ions-fragmentos caracteristicos de cada um dos 
compostos de interesse. 
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Figura 43.1 Cromatograma tfpico obtido para os praguicidas selecionados, na concentragao de 200 pg/t. 

Outros metodos 

A maioria dos metodos para a determinagao de praguicidas OF em agua faz uso de alguma tecnica de separagao 
de alta eficiencia, precedida por um preparo de amostra apropriado. Assim, as principals variagoes dos metodos 
analiticos envolvem o tipo de preparo de amostra, a modalidade de separagao (p. ex., cromatografia gasosa ou 
liquida) e o tipo de deteegao utilizado. 

Outras formas nao cromatograficas para a analise de OF geralmente fazem a determinagao total dos OF em agua, 
sem distingao entre eles, ou entao a determinagao especifica de apenas um deles, presente no meio. O biossensor 
enzimatico desenvolvido por Marty et al. (1995) 20 foi capaz de detectar uma quantidade total de 4 a 10 pg Ji de OF 
apos um preparo inicial por extragao liquido-liquido (ELL) ou analise por injegao em fluxo (FIA, flow injection 
analysis), configurando um metodo apropriado para a triagem de amostras quanto a presenga de OF, sem, no 
entanto, distinguir entre eles. 2 " 

Por outro lado, metodos com base em imunoensaios enzimaticos para OF especificos tern sido capazes de 
detectar niveis da ordem de poucos pg/ I ou menos em amostras de agua, como relatado nos trabalhos 
desenvolvidos para o clorpirifos 21 e para a fenitrotiona. 22 Apesar de os imunoensaios geralmente serem muito 
especificos, Xu et al. (2011) 2, desenvolveram um metodo para a analise mais abrangente de OF. Embora seja um 
metodo que nao diferencia ou quantifica os OF, concentragoes da ordem de 0,02 a 30 pg/ f foram relatadas como 
limiares de deteegao para a finalidade de triagem. 

Conforme relatado em estudo de Zaruk et al. (2001), 24 as tecnicas cromatograficas e correlatas sao, em geral, 
capazes de melhores resultados do que os imunoensaios. Nesse trabalho, os autores nao acharam favoravel o uso de 



















um kit de imunoensaio para a diazinona, encontrando sensibilidade, precisao e exatidao consideradas insatisfatorias 
quando comparadas aos resultados de um metodo de referencia por CG. 

Considerando os metodos que envolvem o emprego das tecnicas de separagao, a extragao Hquido-liquido continua 
(ELLC) 25 foi um dos primeiros avangos desenvolvidos para a extragao eficiente de praguicidas de grandes volumes 
de agua, em relagao a classica tecnica de ELL em batelada. 26 

A fim de evitar os problemas, como a formagao de emulsoes estaveis e o consumo e a exposigao a grandes 
volumes de solvente, tlpicos da ELL convencional, a SPE surgiu como uma tecnica muito aplicavel. Artigos 
recentes usando a SPE em cartuchos, precedendo a separagao tanto por CG-EM quanto por CL-ESI-EM/EM, tern 
mostrado excelentes resultados quanto aos nlveis de concentragao detectados e quantificados. 27 ' 28 

Por outro lado, a extragao por SPE em discos e interessante por possibilitar o processamento relativamente 
rapido e automatizado de grandes volumes de agua para a analise de OF, com excelente detectabilidade. Outra forma 
de SPE que possibilita automatizagao e a SPE on-line, conforme relatado por Postigo et al. (2010); 29 essa 
abordagem foi usada para processar um volume de 5 m £ de amostra, alcangando niveis baixissimos de 
quantificagao da ordem de pg/f a poucos ng/f. 

Alem dos metodos citados anteriormente, uma tendencia que se observa e a miniaturizagao do preparo de 
amostras. Como forma de resumir esses metodos miniaturizados, podemos classifica-los como aqueles com base 
em uma extragao em fase solida e aqueles em fase liquida. 

A forma mais comum da miniaturizagao da SPE e a microextragao em fase solida em fibras, geralmente chamada 
de SPME. Diversas variagoes de metodos com base em SPME sao relatadas para a analise de OF em aguas, 
podendo-se destacar a SPME por imersao direta da fibra seguida por CG-EM 3 " e por CG-DFC; 31 a SPME em 
headspace seguida por CG-DFC e CG-EM; 32 e a SPME tambem em headspace usando fibra nao comercial com 
base em liquido ionico e seguida por CG-DFC. 33 

Uma tecnica semelhante a SPME e tambem apresentada para a analise de OF e a extragao por sorgao em barra de 
agitagao (SBSE), a qual se seguiu a analise por GC-FPD, usando a tecnica de injegao de grandes volumes (LVI), 
possibilitando assim LQ da ordem de 0,1 a 0,2 pg/£. 34 Outra forma miniaturizada de SPE publicada para a 
finalidade em questao foi a microextragao dispersiva (D-pSPE), usando particulas de silica funcionalizadas com 
liquidos ionicos e seguida pela analise por cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia e detecgao por arranjo de 
diodos (UHPLC-DAD). 35 

No rol das miniaturizagoes da extragao em fase liquida, a microextragao Hquido-liquido dispersiva (DLLME) foi 
apresentada isoladamente para o preparo da amostra, seguida da analise por CG-DFC. 36 Nesse trabalho, relatou-se 
LD de 0,003 a 0,02 pg/£ a partir do tratamento de 5 m£ de amostra, gragas a alta recuperagao e ao excelente fator 
de enriquecimento conseguidos. Avangando ainda mais, rumo a baixissimos limites de detecgao, o trabalho de 
Samadi et al. (2012) 37 aplicou a DLLME a um extrato resultante da SPE, seguido por analise em CG-DFC. Nesse 
caso, a partir de 100 m£ de amostra foram alcangados LD surpreendentes entre 0,2 e 1,5 ng/f. 

Uma variagao da extragao dispersiva, denominada microextragao Hquido-liquido assistida por vortice 
(VALLME), seguida por CG-EM, e relatada pelos autores como de facil processamento e tambem alcanga baixos 
valores de LD (2 a 11 ng/f), consumindo apenas 10 mf de amostra. 38 

Por fim, outro metodo miniaturizado aplicado a OF baseia-se na microextragao em fase liquida em fibra oca (HF- 
LPME), seguida por CG-EM. 39 Conforme relatado por Wang et al. (2014), 39 foram obtidos LD entre 3 e 120 ng/f 
apos o processamento de apenas 4 mf de amostra. 

Como se pode observar, e longa a lista de metodos para a analise de OF em aguas. Ha predominance de metodos 
com base em cromatografia gasosa; no entanto, a cromatografia liquida tambem se mostra viavel para muitos dos 
OF. Alem da detecgao por EM tanto associada a CG quanto a CL, o uso dos detectores DFC ou DNP e bastante 
comum. Contudo, a grande variedade de opgoes da-se predominantemente no preparo de amostras. Nesse caso, 
avaliagoes quanto ao grau de automagao desejado, valor de custeio disponivel para as analises, volume de amostra 
disponivel, numero de extragoes necessarias, robustez e reprodugao dos metodos, entre outros, sao parametros que 
podem ser avaliados na decisao final. O metodo ora proposto nao e o mais barato e nem o que consome menor 
quantidade de amostras; no entanto, havendo a disponibilidade de recursos para automagao e a associagao a 
analisadores de alta sensibilidade, ele e capaz de alta produtividade com excelente desempenho analitico, 
destacando-se a robustez esperada para um metodo bem estabelecido e fundamentado em tecnica atualmente 



considerada como classica. 
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Determina^ao de Mercurio Total e Organico em 
Amostras de Cabelo, Sangue e Peixe por 
Espectrofotometria de Absor^ao Atomica com 

Gera^ao de Vapor a Frio 
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Introdu^ao 

A historia do mercurio confunde-se com a da humanidade, pois registros indicam que o metal ja era utilizado 
para fins religiosos, decorativos e cosmeticos, desde a pre-historia, passando pelos antigos gregos e romanos. 1 
Paracelsus foi grande incentivador de seu uso para o tratamento de varias molestias humanas. No entanto, com o 
passar dos seculos, estudos creditaram ao mercurio e seus compostos a responsabilidade por varios episodios de 
intoxicagao e, atualmente, diversos orgaos regulamentadores impoem serias restrigoes de uso, propondo, inclusive, 
o banimento em alguns paises. 2 

O mercurio e o unico metal liquido nas condigoes normals de temperatura e pressao; apresenta como sinonimia 
mercurio coloidal, prata liquida e mercurio metalico, dentre outros. Pertence ao grupo IIB da tabela periodica, 
numero atomico 80, massa molecular relativa de 200,61, densidade de 13,534 g/cnr a 25°C, solubilidade em agua 
de 0,28 pmol/f a 25°C, ponto de fusao de -38,9°C, ponto de ebuligao de 356,6°C e numeragao CAS 7439-97-6. 
Apresenta-se no estado elementar (Hg°) como ion mercuroso (Hg 2 +2 ) e ion mercurico (Hg +2 ), que formam grande 
numero de compostos inorganicos e organicos. O metal e amplamente distribuido na natureza em baixas 
concentragoes, geralmente como sulfeto de mercurio ou cinabrio, do qual e extraido por processos termicos. Na 
forma elementar, ocupa a 16 a posigao em abundancia, e suas reservas naturais sao avaliadas em cerca de 30 milhoes 
de toneladas. 3 

No Brasil, a exposigao humana ao mercurio e seus compostos ocorre pela ingestao de agua e alimentos 
contaminados, principalmente peixes contendo organomercuriais, como o metilmercurio, resultante das diversas 
transformagoes ambientais do mercurio metalico, com posterior incorporagao e acumulo na cadeia alimentar. Nas 
atividades ocupacionais, resulta da inalagao do vapor de mercurio utilizado na fabricagao de lampadas fluorescentes; 
na preparagao, aplicagao e descarte do amalgama dentario; e na atividade mineradora, em que o mercurio metalico e 
empregado na extragao e concentragao de ouro. Somam-se os acidentes com aparelhos de precisao, como 
termometros, e a utilizagao de lampadas fluorescentes queimadas nas linhas para empinar pipas. L2 4 ' 

Disposi^ao no organismo 


Os organomercuriais sao absorvidos pelo trato gastrintestinal, em proporgao superior a 95% da quantidade 





ingerida, principalmente no intestino delgado. Pelo trato respiratorio, absorve-se aproximadamente 85%. Pela via 
cutanea, tais valores nao sao exatamente conhecidos, apesar da reconliecida importancia desta via na expos igao 
ocupacional. 2,6 

A seguir, sao distribuidos de maneira unifonne pelo organismo humano. Inicialmente, ha um lento periodo de 
distribuigao, geralmente 30 a 60 min apos absorgao, quando sao observadas altas concentrates sanguineas, que 
declinam rapidamente nas 24 h subsequentes, caracterizando uma fase de rapida distribuigao. A relagao entre 
concentragao eritrocitaria e plasmatica e em torno de 10. Atravessam as barreiras hematencefalica (acumulando-se 
nos neuronios do cortex calcarino, cerebelares granulares e cerebelares de Purkinje) e placentaria (acumulando-se 
no sistema nervoso central e nas hemacias do concepto). O transporte placentario e maior no periodo final da 
gestagao e as concentragoes nas hemacias fetais sao cerca de 30% superiores as maternas. Outros orgaos de 
distribuigao e acumulo de organomercuriais de cadeia curta sao musculos, rins e cabelo (localizam-se na matriz da 
raiz do cabelo em formagao, e a concentragao de mercurio no cabelo recem-formado e proporcional a sanguinea, 
permanecendo inalterada apos incorporagao). A relagao entre a concentragao de mercurio total em cabelo de 
individuos nao expostos ocupacionalmente e no sangue e cerca de 250. 2,6-8 

A quebra da ligagao mercurio-carbono e considerada a etapa fundamental para excregao do metal. Esta clivagem e 
efetuada por diferentes sistemas enzimaticos distribuidos pelo organismo e localizados no figado, bago, intestino, 
sistema nervoso central, placenta etc. No entanto, tal reagao contribui para o acumulo do metal em compartimentos 
organicos, sobretudo no sistema nervoso central e concepto. Em mamiferos, nao sao descritos mecanismos de 
metilagao de mercurials. Sao excretados principalmente pelas fezes (por secregao biliar e por esfoliagao das celulas 
do intestino grosso) e, em menores proporgoes, pela urina, saliva, suor e leite materno. Apresentam recirculagao 
entero-hepatica; a meia-vida biologica e em torno de 74 dias e o equilibrio entre a quantidade absorvida e as 
concentragoes sanguineas e alcangado apos cinco meias-vidas biologicas. 6,8 

Finalidadeda analise 

Efetuar a determinagao de mercurio total e organico em amostras de cabelo, sangue e tecidos de peixe, a fim de 
caracterizar a exposigao alimentar e ambiental, auxiliando na avaliagao dos riscos a saude da populagao. 

Metodo analitico 


■ Fundamento do metodo 

O metodo fundamenta-se na solubilizagao, remogao de gordura e extragao do mercurio da matriz biologica, 
empregando-se alcalis fortes e solventes organicos a baixa temperatura. A seguir, o metal e reduzido a forma 
elementar e carreado por gas inerte a celula de absorgao situada no caminho optico de uma lampada de mercurio do 
espectrofotometro de absorgao atomica. 4,10 

■ Amostragem 

• Cabelo: com auxilio de tesoura de ago inoxidavel e previamente lavada com acetona, cortar em tres pontos 
diferentes na porgao posterior do couro cabeludo. A seguir, transferir para envelopes comuns, devidamente 
identificados e mantidos em temperatura ambiente. O tempo decorrido entre a coleta e a analise das amostras 
devera ser inferior a 30 dias 

• Peixes: apos coleta, transferir para caixa de isopor devidamente identificada e mantida em temperatura inferior a 
4°C. O tempo decorrido entre a coleta e a analise das amostras devera ser inferior a 10 dias. Recomenda-se a 
retirada do file em ambiente laboratorial, com as devidas precaugoes para evitar a contaminagao do material 

• Sangue: coletar aproximadamente 3 m i de sangue em tubo tipo Vacutainer®, contendo heparina como 
anticoagulante. A seguir, res friar a 4°C. O tempo decorrido entre a coleta e a analise das amostras devera ser 
inferior a 10 dias. 


■ Reagentes e solucoes 




Solugao aquosa de cisteina 0,5%: dissolver 0,5 g de L-cisteina em 100 m€ de agua ultrapura 

• Solugao de hidroxido de sodio 5 N: dissolver 200 g de hidroxido de sodio em 1 t de agua ultrapura 
Solugao de hidroxido de sodio 10N: dissolver 400 g de hidroxido de sodio em 1 £ de agua ultrapura 

• Solugao de acido cloridrico 5 N: diluir 417 mt de acido cloridrico concentrado em 1 t de agua ultrapura 

• Solugao de sulfito de sodio 0,1 M: dissolver 2,402 g de sulfito de sodio (Na 2 S.9H 2 0) em 100 mt de agua 
ultrapura 

• Solugao tampao TRIS (pH 8,0) 2 M: dissolver 242,3 g de Tris (hidroximetil) aminometano - H 2 NC(CH 2 OH) 3 
em cerca de 500 mt de agua ultrapura, corrigir o pH para 8,0 com adigao de acido cloridrico concentrado, 
ajustando o volume final 

Solugao de lavagem: juntar 5 ml da solugao tampao Tris 2 M, pH 8,0 e 4 mt de solugao de sulfito de sodio 0,1 
M, ajustando o volume final para 100 mt com agua ultrapura 

• Solugao de acido sulfurico 10 N: diluir 500 mt de acido sulfurico concentrado no mesmo volume de agua 
ultrapura 

• Solugao de permanganate de potassio 10%: dissolver 10 g de permanganate de potassio em 90 mt de agua 
ultrapura, ajustando o volume final para 100 mt 

• Solugao de persulfate de potassio a 5%: dissolver 5 g de persulfate de potassio em 95 mt de agua ultrapura, 
ajustando o volume final para 100 mt 

• Solugao de cloridrato de hidroxilamina a 10%: dissolver 10 g de cloridrato de hidroxilamina em 90 mt de agua 
ultrapura, ajustando o volume final para 100 mt 

• Solugao de sulfito de sodio em meio alcalino: juntar 10 mt de solugao de hidroxido de sodio 1 N, 1 mt de 
solugao de sulfito de sodio 0,1 M e ajustar o volume para 100 mt com agua ultrapura 

• Solugao de cloreto de estanho a 10%: dissolver 10 g de cloreto estanoso di-hidratado em solugao de acido 
sulfurico 1 N, ajustando o volume final para 100 mt 

• Cloroformio p.a. 

• Solugao padrao de metilmercurio: dissolver solugao padrao de iodeto de metilmercurio em hexano e manter sob 
refrigeragao a 4°C 

• Solugao padrao Titrisol® de nitrate de mercurio. 

Obs.: todos os reagentes utilizados deverao ser de grau de pureza para analise. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Monitor de mercurio SP, equipado com lampada de catodo oco de mercurio e celula de absorgao com caminho 
optico de 15 cm - Nippon Instrument Corporation® 

• Gerador de hidretos, modelo SP - Nippon Instrument Corporation® 

• Estufa de secagem e esterilizagao 

• Balanga analitica 

• Centrifuga 

• Agitador de mesa 

• Banho de agua com 6 bocas 

• Vortex. 

As condigoes para operacionalizagao do espectrofotometro de absorgao atomica e do gerador de hidretos sao: 

• Corrente da lampada de catodo oco: 6 mA 

• Comprimento de onda fixo: 253,7 nm 

• Fluxo do gas de arraste: 1,5 mt/min 

• Tempo de injegao do redutor: 1 min 
Volume de redutor injetado: 15 mt. 


■ Procedimento analitico 






Solubilizagao e remocao das gorduras das amostras biologicas 

• Solubilizagao das amostras de cabelo, sangue e peixe: transferir cerca de 20 mg de amostra de cabelo finamente 

cortada, ou 1 ml: de sangue total, para tubo de polipropileno graduado, com capacidade de 15 mb. Adicionar 1,0 

mb da solugao aquosa de cistelna a 0,5% e 1,0 mb da solugao de hidroxido de sodio 5 N. Agitar vigorosamente 
por 30 s e incubar a mistura em banho de agua a 70°C, por 1 h. Apos resfriamento, adicionar agua ultrapura 
para um volume final de 5 mb. Para as amostras de peixe, transferir para tubos de polipropileno graduado (com 
capacidade de 30 mb) cerca de 2,0 g do file. Adicionar 1,0 mb da solugao aquosa de cisteina a 0,5% e 2,0 mb da 
solugao de hidroxido de sodio 5 N. Agitar vigorosamente por 30 s e incubar a mistura em ba nh o de agua a 
70°C, por 1 h. Apos resfriamento, adicionar agua ultrapura a um volume final de 10 mb 

• Remogao das gorduras: adicionar 6,0 mb de cloroformio a solugao solubilizada de sangue total, agitar em 

agitador mecanico por 10 min em alta velocidade e centrifugar a 3.000 rpm por 10 min. A camada aquosa 
superior e utilizada para determinagao de mercurio total (I) e da fragao organica (II) 

• Adicionar 20 mb de clorofonnio a solugao solubilizada das amostras de peixe, agitar em agitador mecanico por 
10 min em alta velocidade e centrifugar a 3.000 rpm por 10 min. A camada aquosa superior e utilizada para 
determinagao de mercurio total (I) e da fragao organica (II). 

Esta etapa do procedimento e desnecessaria para as amostras de cabelo em razao do baixo teor de gordura nesta 

matriz. 

Extragao da fragao organica (metilmercurio) 

Transferir 2 mb da solugao da amostra de cabelo solubilizada (II) ou o mesmo volume para as amostras de 
peixe (II) e sangue total (II), resultantes da solubilizagao e remogao das gorduras, para um tubo de centrifuga de 
polipropileno graduado com capacidade de 15 mb 

• Ajustar o pH para aproximadamente 7,0 com adigao de solugao de acido cloridrico 5 N 

• Adicionar 1 mb de sulfito de sodio, 1 mb da solugao tampao Tris pH 8,0 e 6 mb de clorofonnio 

• Agitar em agitador mecanico por 10 min e centrifugar a 3.000 rpm por 10 min 

Descartar a camada aquosa superior e a emulsao na porgao superior da camada de cloroformio por sucgao e 
adicionar 5 mb da solugao de lavagem a fragao organica, agitar e centrifugar, como ja descrito 

• Remover por sucgao a solugao de lavagem e a emulsao da porgao superior da camada de cloroformio e ajustar o 
volume final para 5 mb, com cloroformio 

• Adicionar 3,0 mb de solugao de sulfito de sodio 1 mM em hidroxido de sodio 0,1 N 

• Agitar e centrifugar conforme anteriormente descrito, separando a camada aquosa superior para determinagao da 
fragao organica de mercurio (III). 

Oxidagao do metilmercurio e determinagao de mercurio 

• Para determinagao de mercurio total, transferir para um tubo de polietileno (com capacidade para 10 mb) 2,0 mb 
da solugao solubilizada (I) ou apos retirada das gorduras (I); para a determinagao do metilmercurio, transferir 
2,0 mb da camada aquosa resultante da extragao da fragao organica (III) 

• Adicionar 1,0 mb de solugao de acido sulfurico 10 N, agitar em vortex por 30 s e manter em temperatura 
ambiente 

• Adicionar lentamente solugao de permanganate de potassio (0,2 a 2,0 mb), ate obtengao de uma coloragao rosea 
constante. A mesma quantidade de permanganate devera ser adicionada as demais solugoes em analise, tais 
como o branco, curva de calibragao e demais amostras 

• A seguir, aquecer a mistura a 700°C por 1 h. Nesse interim, adicionar lentamente e com agitagao 0,5 mb da 
solugao de persulfate de potassio a 5% 

• Apos resfriamento, adicionar 0,2 mb da solugao de cloridrato de hidroxilamina a 10%; nesse momenta, a 
coloragao rosea do permanganate de potassio desaparece 

• Ajustar o volume final para 5 mb e transferir para o aparato de redugao do gerador de hidretos que esta acoplado 
a um espectrofotometro de absorgao atamica contendo uma lampada de mercurio, com comprimento de onda de 
253,7 mn. 


■ Parametros de valida^ao 

O limite de quantificagao do metodo e de 0,05 pg/ml. O metodo e linear em intervalo de concentragao de 0,05 a 
10,0 jxg/ 1. A curva de calibragao, empregando-se solugao padrao de metilmercurio ou mercurio inorganico, e 
preparada de maneira semelhante as amostras, seguindo-se todas as etapas do processo. 

Os coeficientes de variagao intraensaio para concentragoes de 0,5; 1 e 2 pg/mf sao de 5%, 7% e 12%, 
respectivamente; os coeficientes de variagao interensaio para as mesmas concentragoes sao de 7%, 9% e 12% 
respectivamente. 

Arecuperagao do procedimento analitico e de 90%, 94% e 85% para concentragoes de 0,5; 1 e 2 g/g de peixe ou 
de cabelo. 

O uso de padrao de referenda para mercurio total e metilmercurio em amostras de peixes, DORT1 e DORT2 
(IARC) demonstra 89% e 90% de concordancia dos resultados, respectivamente. 

Interpreta^ao analitica 

A avaliagao da exposigao humana aos compostos organicos de mercurio, especialmente o metilmercurio, e 
realizada pela sua determinagao em amostras de sangue total ou cabelo. 6 No primeiro, avalia-se a dose recentemente 
absorvida, e a representatividade desse meio indicador e melhor apos exposigao cronica. No sangue total, a maioria 
do metilmercurio encontra-se ligada a hemoglobina; a pequena fragao, presente no plasma, esta ligada as proteinas. 
Portanto, ao empregar o mercurio no sangue total como indicador biologico, assume-se a ocorrencia de um rapido 
equilibrio entre os complexos cisteina-mercurio no plasma e aqueles no interior do eritrocito. 

O valor medio de mercurio total em amostras de sangue de individuos nao expostos varia de 1 a 8 pg II. A 
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) e a ICOH (International Commission on Occupational 
Health) determinaram um valor de referenda de 2 pg/l: para populagoes cujo consumo semanal de peixe e igual ou 
inferior a uma refeigao diaria. Uma vez que esse alimento e considerado a principal fonte de metilmercurio na 
alimentagao, comunidades com elevada ingestao de peixes podem apresentar teores sanguineos de ate 200 pg/1. 1,4 

O uso do cabelo como indicador de exposigao humana ao metilmercurio fundamenta-se em estudos que 
demonstraram que, apos exposigao a esse composto, apenas 20% estao na forma inorganica e o restante como 
composto original, em grande intervalo de concentragoes de mercurio total. Some-se ao fato de que o mercurio 
inorganico e pouco acumulado nos cabelos, indicando que essa fragao e resultante da conversao da forma organica 
no foliculo piloso. 

Ha boa correlagao entre os teores de metilmercurio ou mercurio total nos cabelos e em determinadas regioes do 
sistema nervoso central, como demonstrado em criangas recem-nascidas, sendo considerado um indicador das 
concentragoes nos orgaos-alvo principalmente o sistema nervoso central. Os niveis de metilmercurio nos cabelos 
retratam a medida do complexo com a cisteina presente no plasma, que e a primeira etapa no transporte para o SNC 
do composto. Na exposigao pre-natal, tanto o sangue do cordao umbilical quanto o cabelo materno tern sido 
utilizados como indicadores de exposigao. 6 

Dentre as restrigoes do emprego do cabelo como meio para avaliagao da exposigao humana ao mercurio, destaca- 
se a avaliagao da exposigao ocupacional, pela possibilidade de contaminagao externa e pelos varios tipos de 
cosmeticos empregados, cujos dados na literatura sao contraditorios sobre o papel desses compostos na redugao dos 
teores do metal no cabelo. Alguns estudos mencionam flutuagoes nos teores de metilmercurio em fungao do 
sexo. 6,11 

Em individuos nao expostos, o valor medio de mercurio total e de 2 ppm para o cabelo. Dados obtidos dos 
episodios de intoxicagao mercurial em Minamata, Niigata (Japao) e no Iraque indicaram que o teor de mercurio 
total associado a ocorrencia de parestesia foi de 50 ppm. Boa correlagao tern sido encontrada entre a quantidade de 
peixe consumida e os teores de mercurio em peixes e em cabelos. 11 

Nas amostras de peixes, em tomo de 65 a 90% do mercurio presente encontra-se como metilmercurio, e a 
legislagao do Ministerio da Agricultura no Brasil recomenda, como limites, 0,5 pg Hg/g para nao predadores e 1,0 
pg Hg/g para predadores, em um consumo semanal de 400 g. 4 



Outros metodos 


Na literatura esperifica, esta disponivel um grande numero de metodologias analiticas destinadas a quantiflcaqao 
de compostos organicos e inorganicos de mercurio nas mais variadas matrizes biologicas, que possibilitam tanto a 
determ inagao do mercurio total quanto a especiaqao quimica dos diversos derivados mercuriais. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A analise envolve uma previa etapa de separaqao do analito da matriz, efetuada por meio da extraqao sequencial 
com solventes organicos, para identificaqao e quantificaqao dos organomercuriais ou mineralizaqao da materia 
organica, por via seca ou umida, para o mercurio inorganico e total. A seguir, para identificaqao e quantificaqao dos 
mercuriais, destacam-se a analise por ativaqao de neutrons, espectroscopia de emissao de plasma, colorimetria com 
ditizona, espectrofotometria de absorqao atomica com geraqao de vapor a frio, radiometria, polarografia, 
cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiencia. Tais procedimentos apresentam parametros de 
validaqao caracteristicos; de acordo com a finalidade de analise, seleciona-se o mais adequado. Uma alternativa a 
mineralizaqao por via umida e a utilizaqao da via seca; atualmente, diversos equipamentos estao disponiveis no 
mercado para este fim, os quais sao constituidos por fornos hermeticamente fechados, que podem ser aquecidos a 
temperaturas de 400 a 800°C, de acordo com as caracteristicas da matriz. 

A analise por ativaqao de neutrons se constitui na tecnica ideal para quantificaqao de mercuriais, alem de 
possibilitar a nao destruiqao da amostra e trabalhar com diminutas quantidades de analito. Trata-se da tecnica de 
escolha nas analises de materiais de referenda para controle de qualidade interlaboratorial. 12 
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Capitulo 45 

Metemoglobinizantes | Determinagao de 
Metemoglobinemia por Espectrofotometria 


Maria Zilda Nunes Carrazza 


Introdu^ao 

Sao substancias quimicas encontradas como medicamentos e produtos para diversas finalidades (Quadro 45.1). 12 

Disposi^ao no organismo 

O fenomeno da metemoglobinemia ocorre pela auto-oxidagao da hemoglobina (Hb), usando oxigenio a pressoes 
parciais fisiologicas, cuja heme se apresenta em forma ferrosa (Fe '). Em sangues normais, quantidades menores 
de 2% da hemoglobina encontram-se sob a forma oxidada, que recebe o nome de metemoglobina (MeHb). 2 

Na metemoglobina, o atomo de ferro encontra-se na forma ferrica (Fe ! ), incapaz de se ligar ao oxigenio, sendo 
reconvertida a Hb por substancias redutoras formadas no metabolismo dos eritrocitos. 

Quando a hemoglobina e oxigenada durante o processo da respiragao, um eletron e parcialmente transferido do 
atomo de ferro (Fe + ) para uma ligagao com a molecula de oxigenio. Assim a oxiemoglobina formada fica com 
algumas caracteristicas do ion ferrico, e o oxigenio toma caracteristicas do anion superoxido (0 2 ). Em condigoes 
normais, a desoxigenagao devolve o eletron ao atomo de ferro (Fe ') e, assim, o oxigenio da molecula e liberado. 
Quando o retorno desse eletron do ferro deixa de ocorrer, ocorre a formagao de MeHb. 2 


Quadro 45.1 Agentes capazes de induzir a metemoglobinemia. 

Anestesicos 

Benzocaina, lidocafna, prilocaina 

Quimioterapicos 

Sulfonamidas, doroquina, dapsona, primaquina, trimetropina, solofenur 

Analgesicos 

Fenazopiridina, fenacetina, antipirina 

Nitratos e nitritos 

Nitrato de amonio, nitrito de amila, nitrito de butila, nitrito de isobutila, 

nitrato de sodio 

Outros 

Aminofenol, anilinas, bromatos, doratos, metodopramida, nitrobenzeno, 
nitroetano, oxidos de nitrogenio, nitroglicerina, propaniia, poiidores de 
sapatos, naftaleno 





Em geral, em torno de 3% da hemoglobina e espontaneamente oxidada em metemoglobina por dia, e sua 
concentragao e mantida a niveis inferiores a 1% pela sua reconversao a Hb por processos metabolicos. 

Ha tres situagoes em que a metemoglobinemia esta aumentada: 2 

• Havendo Hb anormal hereditaria; ou seja, na estrutura da Hb, tanto nas cadeias alfa ou beta, ha substituigao de 
aminoacidos que modificam sensivelmente o modo de atuar dos eritrocitos, aumentando a sua capacidade de 
oxidagao. Esses eritrocitos tern, por sua vez, a meia-vida diminuida para cerca de 40 dias em vez dos 120 dias 
habituais; eles sao chamados de eritrocitos reatores e, devido ao acumulo de MeHb, se tornam muito mais 
suscetiveis a ruptura 

• Na deficiencia de enzimas metemoglobina redutases. Os sistemas glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) e 
glutationa redutase (GSH) sao aparentemente acoplados. Observou-se que eritrocitos reatores sao deficientes em 
G-6-PD, que atua em conjunto com a glutationa redutase no sentido de promover a redugao de MeHb a Hb, e se 
apresenta tambem com profundo declinio de GSH 

• Na exposigao a substancias quimicas ou farmacos que aumentam a oxidagao alem da capacidade de redugao dos 
eritrocitos no sangue periferico. 

Ha quatro mecanismos redutores encarregados de manter a Hb reduzida no interior das hemacias: o do acido 
ascorbico, o da glutationa reduzida, o da metemoglobina redutase, que tern como coenzima o NADPH, e o da 
metemoglobina redutase (citocromo-b5 redutase - Cit b 5red ), que tern como coenzima NADH (nicotinamida-adenina 
dinucleotidio). Este ultimo e o mais importante e, sob condigoes fisiologicas normais, catalisa a transference de 
um eletron do NADH para o citocromo b5 oxidado. 2 

NADH + Fe 3 *-Cit b 5rrf -> NAD + Fe’*-Cit b 5 
Fe 2 *-Cit b, + Fe 3 *-Hb -> Fe'*-Cit b, + Fe 2 ‘-Hb 

O citocromo b5 reduzido interage diretamente com a metemoglobina, para assim reduzir o Fe (ion ferrico) da Hb 
para o ion ferroso novamente. 

Dentro do eritrocito ha metemoglobina redutase dependente de NADH; no entanto, em geral, nao ha nenhum 
carreador fisiologico de eletron disponivel e, assim, quando um individuo se expoe a substancia oxidante, e 
necessario oferecer ao eritrocito um carreador artificial de eletrons para reduzir a MeHb. O carreador artificial 
utilizado costuma ser o azul de metileno. As metemoglobinemias resultantes de hemoglobinopatias (hemoglobinas 
tipo M) nao sao revertidas pelo azul de metileno. 

Assim, a metemoglobinemia pode ser causada por problemas geneticos que sao hereditarios ou por farmacos, 
mesmo em individuos normais. Frequentemente, esses farmacos sao incapazes de produzir MeHb in vitro', no 
entanto, quando biotransformados, produzem compostos metemoglobinizantes. 

A quantidade de agente toxico ingerido ou inalado capaz de produzir metemoglobinemia e bastante variavel 
considerando as situagoes descritas. O controle laboratorial da metemoglobinemia e o indicador mais eficiente para 
o tratamento dos pacientes com quadro de intoxicagao aguda, ja que somente alguns individuos da populagao sao 
deficientes em G-6-PD. A metemoglobinemia, por si so, nao causa hemolise diretamente, mas ela pode se 
desenvolver em pacientes com baixa intolerancia ao estresse oxidativo, como aqueles com deficiencia de glicose-6- 
fosfato desidrogenase. 2 

Carrazza et al. (2000) observaram tambem que a medida de metemoglobinemia e o indicador mais eficiente de 
gravidade nas intoxicagoes agudas por dapsona. 

Finalidadeda analise 

A determinagao dos valores de metemoglobina no sangue de pacientes e util no diagnostico laboratorial de 
intoxicagoes por agentes metemoglobinizantes e no acompanhamento do tratamento desses pacientes. Alem disso, a 
analise pode ser usada para o monitoramento biologico de trabalhadores expostos a substancias 
metemoglobinizantes. 



Metodo analltico 


Trata-se do metodo espectrofotometrico de Evelyn-Malloy (1938), 4 modificado por Meunier (1972)' e, 
posteriormente, por Carrazza et al. (2000). 3 

■ Fundamento do metodo 

A metemoglobina tem um pico analltico de absorgao a 630 nm. Adiciona-se ao hemolisado cianeto de potassio 
(KCN), formando-se a cianometemoglobina, que tem um pico de absorgao minimo nesse comprimento de onda, e 
ha uma absorgao residual dos outros pigmentos da hemoglobina presentes no sangue. Sao feitas duas leituras, uma 
antes (D[) e outra apos a adigao de KCN (D 2 ), no sangue hemolisado. A diferenga entre elas e diretamente 
proporcional a concentragao de MeHb/ Ao se adicionar o ferricianeto de potassio ao sangue hemolisado, toda 
hemoglobina presente e transformada em metemoglobina, e faz-se a terceira leitura (D 3 ). Adicionando-se 
novamente, o KCN e totalmente transformado em cianometemoglobina; neste momento faz-se a quarta leitura (D 4 ). 
A diferenga entre as leituras (D 3 ) e (D 4 ) e tambem diretamente proporcional a metemoglobina formada. O resultado 
e uma relagao entre a MeHb realmente presente no sangue e a MeHb total provocada pela adigao de ferricianeto de 
potassio, fornecida em porcentagem. 

■ Amostragem 

Coletar 1 ml de sangue venoso em tubo heparinizado. O transporte e/ou armazenamento devera ser feito em 
caixa com isolamento termico, e a temperatura mantida em torno de 8°C. A amostra nao devera ser congelada e a 
determinagao de metemoglobinemia devera ser realizada dentro das primeiras 2 h apos a coleta do sangue; 
decorridas mais de 2 h da coleta, corre-se o risco de alteragao da metemoglobinemia in vitro. 

Para analise da exposigao ocupacional a agentes metemoglobinizantes, deve-se coletar uma amostra de sangue 
heparinizado pre-jornada e outra pos-jornada de trabalho (2 mf cada), repetindo-se o procedimento por, no minimo, 
2 dias seguidos de exposigao. A conservagao e feita a 4°C, e as amostras devem ser enviadas ao laboratorio no 
prazo maximo de 24 h apos a coleta. 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugao tampao fosfato 0,01 M pH 6,8 

° Solugao A: 2,68 g de fosfato dissodico heptaidratado em agua destilada q.s.p. 100 mf 
0 Solugao B: 1,16 g de fosfato monobasico de sodio anidro em agua destilada q.s.p. 100 mf 

Misturar 49,1 mf de solugao A com 50,9 mf de solugao B. O pH devera ser ajustado com HC1 ou NaOH em 
solugao 

• Cianeto de potassio (KCN) a 5% 

• Ferricianeto de potassio K 3 Fe(CN) 6 - 5% 

• Solugao detergente de Triton® X 100 1% em agua destilada (v/v). 

■ Equipamentos e acessorios 

• Tubos de ensaio 

• Centrifuga 

• Espectrofotometro de duplo feixe 

• Cubetas de vidro com 1 cm de caminho optico 

• Reagentes: todos os reagentes sao de grau analltico. 

■ Procedimento analltico 

• Colocar em tubo de ensaio: 4,0 mf de solugao tampao, 6,0 mf de solugao detergente e 0,2 mf de sangue 
heparinizado 

• Homogeneizar 




• Dividir a solugao em dois tubos, “A” e “B” 

• Acertar o comprimento de onda a 630 nm. Fazer as leituras em absorvancia 

Zerar o aparelho com branco de reagentes: 2,0 ml de solugao tampao + 3 mb de solugao detergente 
Passar 3 mb da solugao do tubo “A” para uma cubeta e proceder a leitura (D^ 

• Retornar a solugao ao tubo “A” e acrescentar 50 pb da solugao de KCN. Aguardar 1 min e proceder a leitura 
(D 2 ) 

• Adicionar ao tubo “B” 50 pb (0,05 mb) de solugao de K 3 Fe(CN) 6 

• Homogeneizar e deixar descansar por 5 min 

• Passar 3 mb para uma cubeta e proceder a leitura (D 3 ) 

• Retornar a solugao ao tubo “B”, apos a leitura D 3 

• Adicionar 50 pb (0,05 mb) de solugao de KCN, aguardar 1 min 

• Fazer a leitura final (D 4 ). 

Calculo: 


Percentual de metemoglobina = 


D, - D, 
d 3 -d 4 


X 


100 


■ Parametros de valida^ao 

Estabelecidos de acordo com a Resolugao da Anvisa n° 899, de 29 de maio de 2003 (DOU de 02/06/2003): 

• Solugao hemolisante: preparar uma solugao com 40 mb de solugao tampao e 60 mb da solugao detergente 

• Solugao 100% de metemoglobina: colocar 2 mb de sangue total, adicionar 500 pb de solugao de ferricianeto de 
potassio e acertar o volume final para 10 mb, com a solugao hemolisante. Homogeneizar e deixar repousar por 
10 min 

• Apartir da solugao de 100%, fazer diluigoes de 2, 5, 10, 15, 30 e 60%, usando a solugao hemolisante para 10 
mb 

• Fracionar cada uma das diluigoes em 3 mb cada. Efetuar a leitura D[ de cada diluigao 

• Acrescentar 50 pb de KCN a cada diluigao apos a leitura Dj. Aguardar 1 min e efetuar as leituras D 2 de cada 
diluigao 

• Tomar aliquotas de 3 mb da solugao 100% de metemoglobina e efetuar as leituras D 3 
Acrescentar 50 pb de KCN a cada diluigao apos a leitura D 3 . Aguardar 1 min e efetuar as leituras D 4 
Efetuar o calculo para cada diluigao proposta de acordo com a equagao supradescrita em “calculo”. 


Foram escolhidos tres valores de referenda para calculos de exatidao e precisao: 

2% de metemoglobina: valor baixo 

• 15% de metemoglobina: valor medio 

• 60% de metemoglobina: valor alto. 

Foram consideradas a repetitividade (precisao intraensaio) e a precisao intermediaria (precisao interensaio), cujo 
desvio padrao relativo ou coeficiente de variagao esta dentro do preconizado pela Anvisa. 

A exatidao para todos os valores esta em torno de 88%. 

Em relagao a linearidade, o coeficiente de correlagao ficou acima do valor mrnimo recomendado de 0,9900, e 
variou de 0,9970 ate 0,9978 para todas as curvas. 

Observagoes: 

• O tempo entre o preparo da solugao 100% de metemoglobina, suas diluigoes e suas leituras nao deve ultrapassar 
1 h 

• Variagoes da temperatura ambiente interferem nos resultados obtidos. A padronizagao foi feita a 25°C 

Os valores de D 3 e D 4 devem ser a media aritmetica de cada um deles, para o calculo efetuado para qualquer 




diluigao. 


Interpreta^ao analitica 

A media de metemoglobina no sangue de pessoas saudaveis e menor do que 2% da hemoglobina total. No estado 
de Sao Paulo, o valor medio encontrado para criangas ate 2 anos e menor do que 1%. 8 

No Brasil, para a exposigao ocupacional de trabalhadores expostos a agentes metemoglobinizantes (anilina e 
nitrobenzeno), o valor de referenda e de ate 2%, e o indice biologico maximo permitido (IBMP) e de 5%. 9 

A correlagao entre a porcentagem de metemoglobina no sangue e os sintomas da intoxicagao por agentes 
metemoglobinizantes pode ser vista no Quadro 45.2. 

Outros metodos 

Existem outros metodos espectrofotometricos, todos com base no metodo de Evelyn-Malloy (1938), 2 3 4 5 com 
ligeiras modificagoes, como o metodo de Hegesh et al. (1970), 10 e o de Naoum et al. (2004), 11 este a partir de 
leituras em dois comprimentos de onda. Esses metodos sao rapidos, precisos e factiveis em laboratories simples e 
sao bastante importantes, principalmente nas metemoglobinemias adquiridas por exposigao a farmacos, nao 
trazendo os inconvenientes dos metodos automatizados. 

Ha ainda metodos automatizados chamados oximetricos (pulso-oximetro e cooximetro), cujos resultados podem 
fomecer dados incorretos quando ha aumento da metemoglobinemia e modificagoes de outras fragoes da 
hemoglobina. 12 Em pacientes expostos a agentes metemoglobinizantes, a medida de metemoglobina pelo 
cooximetro apos o uso de azul de metileno (que e o antidoto por excelencia nos casos de intoxicagao) leva a falsos 
niveis de metemoglobinemia e a saturagao de oxigenio. 13-15 O uso de pulso-oximetro tambem nao mede 
metemoglobinemia e nem reflete corretamente os niveis de hipoxemia nas metemoglobinemias graves. 1,1 


Quadro 45.2 Correlagao entre os niveis de metemoglobinemia e sintomas. 1,5 

Metemoglobinemia (%) 

Quadro dinico 

<15 

Em geral, assintomatico 

15 a 20 

Cianose leve, sintomas leves (fadiga, dor de cabega) 

20 a 45 

Cianose evidente, sintomas moderados (fadiga, dor de cabega, dispneia, 
slncope, incapacidade de se exercitar, tontura, fragueza) 

45 a 70 

Cianose grave, sintomas graves (taguipneia, acidose metabolica, disritmia, 
convulsao, depressao do SNC, coma) 

>70 

Hipoxia grave, geralmente letal 
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Capitulo 46 

Metoprolol e Alfa-hidroximetoprolol | Determinagao 
em Urina por Cromatografia Li'quida de Alta 

Eficiencia 


Vanessa Bergamin Boralli Marques 


Introduce) 

O controle da variabilidade interindividual na resposta aos farmacos disponiveis na clinica representa na 
atualidade um dos maiores desafios da Farmacologia Clinica. Os estudos sobre biotransformagao de farmacos tem 
possibilitado a identificagao das principals enzimas de fases I e II responsaveis pelas conversoes metabolicas. No 
entanto, a grande variabilidade individual no metabolismo desses farmacos representa um obstaculo importante 
porque pode levar a resultados indesejaveis e dificeis de prever, como a variagao no intervalo terapeutico e a 
manifestagao de efeitos toxicos em populagoes especificas. Entre as causas da variagao estao o polimorfismo 
genetico, os estados fisiologicos e as doengas, alem da interagao entre farmacos. 

Alguns farmacos apresentam uma via de biotransformagao completamente dependente de uma unica isoforma do 
CYP; quando isso ocorre, eles podem ser utilizados como farmacos marcadores de atividade. O metoprolol, um 
beta-adrenergico utilizado para o tratamento de angina, hipertensao e doengas vasculares, 12 e seu metabolito ativo, o 
alfa-hidroximetoprolol, podem ser usados para quantificar a expressao da isoforma do CYP2D6, uma vez que sao 
metabolizados exclusivamente por esta forma, e metabolizadores lentos tem uma dramatica diferenga na 
farmacocinetica do metoprolol, quando comparados com metabolizadores extensivos ou rapidos. ’ 

Disposigao no organismo 

Mais de 90% da dose oral do metoprolol em humanos e absorvida no trato gastrintestinal, 4 e somente em torno 
de 3% da dose oral e excretada inalterada na urina, pois aproximadamente 95% da dose e eliminada por 
metabolismo oxidativo.' 1 Em geral, a concentragao plasmatica maxima e alcangada entre 1 e 3 h apos a 
administragao oral. Apesar da completa absorgao gastrintestinal, somente 50% da dose unica chega a circulagao 
sistemica, devido a eliminagao pre-sis tem ica.' A distribuigao do metoprolol e rapida e extensiva aos varios tecidos 
e fluidos corporais.' 1 Investigagoes de voluntaries sadios e pacientes hipertensos 21,1 indicam que as alteragoes 
fisiologicas relacionadas com a idade nao alteram a disposigao cinetica do metoprolol. 

O metoprolol e biotransformado por tres vias metabolicas oxidativas: O-desmetilagao, com subsequente e rapida 
oxidagao; hidroxilagao alifatica e desaminagao oxidativa. Os metabolitos formados representam 85% da dose no 
homem. 11 12 O metabolito alfa-hidroximetoprolol, formado na reagao de hidroxilagao alifatica (Figura 46.1), 
apresenta aproximadamente 1/10 da atividade do metoprolol e e considerado pouco significativo na contribuigao do 
efeito farmacologico 1 ' u - contribui para a eliminagao de somente 10% da dose. 1 





A via de formagao desse metabolito pode ser considerada marcador adequado para determinagao do fenotipo, 
pois: somente o CYP2D6 esta envolvido nesta conversao; o alfa-hidroximetoprolol nao sofre reagao subsequente de 
metabolizagao; e a razao entre as concentragoes medidas nos pacientes de metoprolol:alfa-hidroximetoprolol tem 
distribuigao bimodal, com intervalo bem-definido entre os diferentes tipos de metabolizadores. 12,16 Ainda, podem 
ser utilizados como farmacos marcadores de atividade do CYP2D6 debrisoquina e esparteina; estes, no entanto, nao 
estao a venda no Brasil, alem de o metoprolol apresentar baixa toxicidade. 1 

Aproximadamente 25% dos medicamentos mais prescritos sao metabolizados pela isoforma CYP2D6 e, devido a 
diferenga genetica entre as populagoes, esses farmacos apresentam alta taxa de variabilidade individual e etnica. 1 ' 
De acordo com a razao metabolica farmaco marcador: metabolito, os individuos podem ser divididos em 3 diferentes 
fenotipos, de acordo com a atividade do CYP2D6: metabolizadores ultrarrapidos (UM), metabolizadores extensivos 
(EM) e metabolizadores lentos. 19,20 A distribuigao polimorfica entre os individuos faz com que os farmacos 
apresentem diferengas de 30 a 40 vezes no clearance. Dessa maneira, para alguns individuos, as concentragoes do 
farmaco utilizado podem estar fora do intervalo terapeutico, ocasionando falha no tratamento ou efeitos adversos 
pela exacerbagao do efeito. 18 



Metoprolol 



Alfa-hidroximetoprolol 


Figura 46.1 Metoprolol e seu metabolito alfa-hidroximetoprolol. 


Finalidadeda analise 

O metoprolol e seu metabolito podem ser quantificados em urina por meio de cromatografia e posterior 
estabelecimento da razao metabolica. 19 O CYP2D6 e responsavel pela metabolizagao da maioria dos 
betabloqueadores, alem de outros inumeros farmacos; 19,20 assim, a determinagao da atividade desta isoforma por 
cromatografia liquida acoplada a fluorescencia pode ser ferramenta importante no entendimento da variabilidade 
interindividual, alem da individualizagao da terapia. 


Metodo analftico 


■ Fundamento do metodo 

Baseia-se na extragao do metoprolol e alfa-hidroximetoprolol da matriz biologica, e subsequente determinagao de 
suas concentragoes, utilizando extragao liquido-liquido, separagao de fases e injegao da fase aquosa em sistema de 
cromatografia liquida de alta eficiencia, acoplada a detecgao por fluorescencia. 

■ Amostragem 

O metoprolol e administrado por via oral ao individuo na dose de 100 mg com 200 ml de agua. A urina deve ser 
coletada ate 8 h apos a administragao. O volume total de urina deve ser medido e uma aliquota de aproximadamente 
10 mf armazenada a-20°C ate a analise. 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugao padrao de metoprolol e alfa-hidroximetoprolol 10,0 g/mf em metanol 

Solugao padrao de bisoprolol (padrao interno, PI) na concentragao de 10 pg/mf em metanol 

• Solugao aquosa de hidroxido de sodio 0,1 mol/f 

• Solugao aquosa de acido sulfurico 0,1 mol/f 






• Cloreto de sodio 

• Acetato de etila HPLC 

• Agua ultrapura 

• Fase movel: tampao fosfato 0,05 M pH 3,5 e acetonitrila grau HPLC; 90:10, v/v. Filtrar a fase movel em 
sistema a vacuo utilizando filtro de vidro e membrana resistente a solventes organicos, 0,45 pm de poro. Em 
seguida, a solugao deve ser submetida a um sistema de ultrassom ou borbulhamento de N 2 puro por 
aproximadamente 15 min para a retirada dos gases presentes. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia acoplado com bomba isocratica 

• Detector por fluorescencia 

• Estagao de processamento de dados 

• Coluna cromatografica de fase reversa (125 x 4 mm). RP-Select-B Zorbax®. Fase movel tampao fosfato 0,05 
m pH 3,5 e acetonitrila grau HPLC; 90:10, v/v no fluxo de 1,0 mf/min. 

■ Procedimento anah'tico 

No preparo da curva analitica e no estudo dos parametros de validagao, as amostras de urina, livres do analito, 
sao homogeneizadas e enriquecidas, no momento do uso, com solugao padrao de metoprolol, alfa-hidroximetoprolol 
e bisoprolol em diferentes concentragoes. 21 Em suma, consiste em: 

• Colocar em tubo de vidro 500 pf de urina e adicionar 50 p£ da solugao de bisoprolol na concentragao de 10 
pg/mf 

• Adicionar 200 pf de solugao 0,1 mol/f de NaOH 

• Agitar em vortex por 2 min 

Adicionar 6,0 m£ de acetato de etila, fechar o tubo e agitar em vortex novamente por 2 min 

• Centrifugar a 2.000 g por 10 min 

• Transferir o sobrenadante para outro tubo e adicionar 100 pf de uma solugao 0,1 mol/f de H 2 S0 4 

• Fechar o tubo, levar ao vortex por 2 min, centrifugar a 2.000 g por 10 min 

• Recolher 20 pf da fase aquosa e injetar no sistema cromatografico. 

Curvas analiticas 

O estudo de linearidade e realizado pela analise de amostras branco de urina referencia negativa adicionadas de 
solugao padrao de trabalho dos analitos, de modo a se obterem as concentragoes urinarias de 10, 20, 100, 200, 400, 
1.000, 2.000 e 4.000 ng/m£ para o metoprolol, e 10, 50, 150, 300, 600, 1.200, 2.400 e 3.600 ng/mf para o alfa- 
hidroximetoprolol. As amostras sao submetidas a extragao e injegao no sistema cromatografico em quintuplicata 
para cada um dos calibradores. 

■ Parametros de validagao 

Linearidade na faixa de 10 a 4.000 ng/mf para o metoprolol e 10 a 3.600 ng/mf para o alfa-hidroximetoprolol, 
com coeficiente de determinagao superior a 0,99 

• Tempo de retengao de aproximadamente 4,8 min para o alfa-hidroximetoprolol e de 31,0 min para o metoprolol 

• Recuperagao absoluta superior a 77% 

• Precisao e exatidao: coeficientes de variagao medios intraensaios e interensaios menores que 10% 

• Limite de quantificagao 5,0 ng/mf para alfa-hidroximetoprolol e 10 ng/mf para metoprolol. 

Interpreta^ao analitica 

A debrisoquina e empregada como farmaco marcador da atividade do CYP2D6 in vivo, que pode ser estimada 
pela razao metabolica (DMR = debrisoquina/4-hidroxidebrisoquina) na urina coletada 6 a 8 h apos a administragao 
de uma unica dose por via oral de debrisoquina. 2 Ja foi demonstrada 1 ’’ correlagao existente entre a a-hidroxilagao 




do metoprolol e a metabolizagao da debrisoquina. Dessa maneira, tanto a debrisoquina quanto o metoprolol podem 
ser empregados como farmacos marcadores do CYP2D6 em brasileiros. A correlagao entre a a-hidroxilagao do 
metoprolol e a 4-hidroxilagao da debrisoquina tambem foi observada nas populates britanica, japonesa e turca, 22 
embora metabolizadores lentos da debrisoquina nao fossem fenotipados como metabolizadores lentos do metoprolol 
em nigerianos e em populates sul-africanas. 24 

Arazao metabolica DMR: concentragao de metoprolol/concentragao de alfa-hidroximetoprolol varia na populagao 
de 0,01 a > 100, e individuos que expressam DMR < 12,6 sao fenotipados como metabolizadores extensivos ou 
ultrarrapidos (DMR < 0,2) e os que mostrarem DMR > 12,6 sao considerados metabolizadores lentos. 12 

O fenotipo pode ainda ser detenninado como log 10 concentragoes metoprolol/alfa-hidroximetoprolol, 
apresentando distribuigao bimodal, sendo 1,02 o valor de log 10 que separa metabolizadores extensivos de 
metabolizadores lentos. 12 

Outros metodos 

Os metodos cromatograficos sao os de escolha para quantificagao de um farmaco e seu metabolito para estudos 
de farmacocinetica, biotransformagao ou fenotipagem. Para o metoprolol e seu metabolito hidroxilado, existem 
diferentes metodos desenvoividos, geralmente utilizando cromatografia liquida acoplada a fluorescencia. 1121,25 A 
diferenga entre os metodos, em geral, e encontrada no preparo da amostra, com menos etapas de extragao, mas 
ainda utilizando coluna de fase reversa, fase rnovel similar a esta citada e detecgao por fluorescencia e com tempo 
menor de detecgao. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 ' 1 

Existem ainda metodologias para determinagao de metoprolol e metabolito empregando a cromatografia liquida 
de ultraperformance (UHPLC, ultra high performance liquid chromatography ) acoplada a ultravioleta, com 
extragao em fase solida, 2 ou ainda a utilizagao da espectrometria de massas (EM) em conjunto com cromatografia 
gas os a 2 :s ou com a UHPLC. Essas tecnicas apresentam diminuigao no tempo de corrida; no entanto, muitas vezes, o 
custo elevado desses equipamentos pode inviabilizar seus usos em analises rotineiras de fenotipagem em hospitais 
do pais, ficando restritos a pesquisa. 

References bibliograficas 

1. CRU1KSKANK, J. M. Beta-blockers and diabetes: the bad guys come good. Cardiovascular Drugs and Therapy, v. 17, p. 457-470, 
2002 . 

2. CERQUE1RA, P. M. et al. Enantioselectivity in the steady-state pharmacokinetics of metoprolol in hypertensive patients. Chirality, v. 
11, p. 591-597, 1999. 

3. LABBE, L. et al. Effect of gender, sex hormones, time variables and physiological urinary pH on apparent CYP2D6 activity as 
assessed by metabolic ratios of marker substrates. Pharmacogenetics, v. 10, p. 425-438, 2000. 

4. REGARDH, C. G; JOHNSSON, G. Clinical pharmacokinetics of metoprolol. Clinical Pharmacokinetics, v. 5, p. 557- 569, 1980. 

5. LENNARD, M.S. et al. Debrisoquine polymorphism and the metabolism and action of metoprolol, timolol, propranolol and atenolol. 
Xenobiotica, v. 16, p. 435-447, 1986. 

6. JORDO, L. et al. Pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of metoprolol in patients with impaired renal function. Clinical 
Pharmacokinetics, v. 5, p. 169-180, 1980. 

7. REGARDH, C. G. et al. Pharmacokinetics of metoprolol and its metabolite a-OH-metoprolol in healthy, non-smoking, elderly 
individuals. European Journal of Clinical Pharmacology, v. 24, p. 221-224, 1983. 

8. SCHAAF, L. J. et al. Influence of smoking and gender on the disposition kinetics of metoprolol. European Journal of Clinical 
Pharmacology, v. 33, p. 355-361, 1987. 

9. LANCHOTE, V. L. et al. Enantioselective analysis of metoprolol in plasma using high-performance liquid chromatographic direct and 
indirect separations: applications in pharmacokinetics. Journal of Chromatography B, v. 738, p. 27-37, 2000. 

10. CERQUE1RA, P. M. et al. Influence of chronic renal failure on the stereoselective metoprolol metabolism in hypertensive patients. 
Journal of Clinical Pharmacology, v. 45, n. 12, p. 1422-1433, 2005. 

11. LENNARD, M. S. Quantitative analysis of metoprolol and three of its metabolites in urine and liver microssomes by high- 
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography B, v. 342, p. 199-205, 1985. 

12. McGOURTY, J. C. et al Metoprolol metabolism and debrisoquine oxidation polymorphism - population and family studies. British 
Journal of Clinical Pharmacology, v. 20, p. 555-566, 1985. 




12 BALMER, K. et al Liquid chromatographic separation of the enantiomers of metoprolol and its a-hydroxy metabolite on Chiralcel 
OD for determination in plasma and urine. Journal of Chromatography B, v. 553, p. 391 -397, 1991. 

14. FOSTER, C.D.; MACDONALD, 1. A. The assay of the catecholamine content of small volumes of human plasma. Biomedical 
Chromatography, v. 13, p. 209-215, 1999. 

15. BORALLI, V. B. Estereosseletividade no metabolismo do metoprolol: estudo experimental e investigagao de pacientes portadores de 
diabetes melito e voluntaries sadios. Ribeirao Preto, 2006, 101 p. Tese (Doutorado em Toxicologia) - Faculdade de Ciencias 
Farmaceuticas de Ribeirao Preto, USP, 2006. 

16. LENNARD, M. S. et al Oxidation phenotype: a major determinant of metoprolol metabolism and response. New England Journal of 
Medicine, v. 307, p. 1558-1560, 1982. 

17. SOHN, D. R. et al. Utility of a one-point (3-hour post dose) plasma metabolic ratio as a phenotyping test using metoprolol in two east 
Asian populations. Therapeutic Drug Monitoring, v. 14, n. 3, p. 184-189, 1992. 

18. FRANK, D.; JAEHDE, U.; FUHR, U. Evaluation of probe drugs and pharmacokinetic metrics for CYP2D6 phenotyping. European 
Journal of Clinical Pharmacology, v. 63, p. 321-333, 2007. 

19. BERTILSSON, L. et al Molecular genetics of CYP2D6: clinical relevance with focus on psychotropic drugs. British Journal of 
Clinical Pharmacology, v. 53, p. 111-122, 2002. 

20. ZANGER, U.M.; RAIMUNDO, S.; EICHELBAUM, M. Cytochrome P4502D6: overview and update on pharmacology, genetics, 
biochemistry. Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology, v. 369, p. 23-37, 2004. 

21. LI. Q.; WANG, R. Simultaneous analysis of tramadol, metoprolol and their metabolites in human plasma and urine by high 
performance liquid chromatography. Clinical Medicine Journal, v. 119, n. 23, p. 2013-2021, 2006. 

22. TUCKER, G.T. et al Polymorphic hydroxylation of debrisoquine. Lancet, v. 2, p. 718, 1977. 

23. JOHNSON, J. A.; BURLEW, B. S. Metoprolol metabolism via cytochrome P4502D6 in ethnic populations. Drug Metabolism 
Disposition, v. 24, n. 3, p. 350-355, 1996. 

24. BASCI, N. E. et al Correlation between the metabolic ratios of debrisoquine and metoprolol in Turkish subjects. Pharmacology & 
Toxicology, v. 75, p. 62-64, 1994. 

25. CHIU, F. C. K. et al Efficient high-performance liquid chromatographic assay for the simultaneous determination of metoprolol and 
two main metabolites in urine by solid-phase extraction and fluorescence detection. Journal Chromatography B, v. 696, p. 69-74, 
1997. 

26. NEVES, D.V. et al Metoprolol oxidation polymorphism in Brazilian elderly cardiac patients. Journal of Pharmacy and Pharmacology, 
v. 65, n. 9, p. 1347-1353,2013. 

27. BARANOWSKA, I.; MAGIERA, S.; BARANOWSK1, J. UHPLC method for the simultaneous determination of (3-blockers, 
isoflavones and their metabolites in human urine. Journal of Chromatography B, v. 879, n. 9- 10, p. 615-626, 2011. 

28. MAGIERA, S. et al GC-MS method for the simultaneous determination of (3-blockers, flavonoids, isoflavones and their metabolites 
in human urine. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 56, n. 1, p. 93-102, 2011. 



Capitulo 47 

Nitratos e Nitritos |j Analise em Alimentos Carneos 
por Inegao em Fluxo com Detecgao 
Espectrofotometrica 


Felix Guillermo Reyes Reyes 


Introduce) 

Nitratos e nitritos sao substancias naturalmente presentes, ou adicionadas intencionalmente durante o 
processamento, em alimentos tanto de origem animal como vegetal. 

A presence de nitrato nas aguas ocorre devido a sua elevada hidrossolubilidade, que aumenta consideravelmente 
sua concentragao nas aguas subterraneas, rios e pogos. Dependendo do tipo de fonte de agua potavel e da 
localizagao (p. ex., proximidade de regioes agricolas ou outras fontes de contaminagao), o nivel de nitrato pode 
variar amplamente, chegando a ate 450 mg/f. 1 

O nitrato esta naturalmente presente nos vegetais, visto que a planta o absorve como fonte de nitrogenio para seu 
crescimento. O teor de nitrato pode ser influenciado tanto por fatores relacionados com a planta (especie, variedade, 
parte da planta e estagio de maturagao) como com o meio ambiente (temperatura, luminosidade, deficiencia em 
certos nutrientes como P, K e Ca e uso de fertilizantes). Dentre os vegetais, os folhosos e alguns tuberculos, como 
rabanete e beterraba, destacam-se por acumularem elevados teores de nitrato, muitas vezes superiores a 3.000 mg 
de nitrato/kg do produto fresco. Estima-se que 80% do nitrato ingerido pelo homem venliam dos vegetais. 
Diferentemente do teor de nitrato, o teor de nitrito em vegetais e baixo, geralmente menor que 2 mg/kg do produto. 
No entanto, os vegetais fermentados ou em conservas chegam a apresentar niveis de nitrito de ate 400 mg/kg. 1 ’ 2 

Na cura da carne, nitratos e nitritos sao adicionados tanto para conservar como para conferir sabor, aroma e cor 
avermelhada desejavel ao produto. A propriedade de conservagao desses compostos tern sido relacionada com o fato 
de evitar a oxidagao de substancias lipidicas, bem como inibir o desenvoivimento de esporos, principalmente de 
Clostridium botulinum, cujas toxinas produzem botulismo. 2 

Disposigao no organismo 

Em humanos, o nitrato e rapidamente absorvido na parte superior do trato digestivo. Apos absorgao, rapidamente 
chega ao equilibrio nos fluidos do organismo. Apos a ingestao, niveis maximos sao observados no plasma, saliva e 
urina apos um periodo de 1 a 3 h. O nitrato absorvido e rapidamente distribuido as glandulas salivares e secretado 
por meio de transporte ativo na saliva. Em media 25% de nitrato ingerido por via oral e secretado por meio da 
saliva. Nitrato tambem e secretado no trato gastrintestinal por meio das secregoes gastricas (pelas glandulas 
parietais e intestinais, incluindo a bile), assim como pelo leite, em que tern sido relatados niveis de ate 5 mg nitrato/ 
f. Cabe destacar que o nivel de nitrato no leite nao excede o correspondente nivel de nitrato plasmatico, indicando 





que a secregao de nitrato no leite nao e mediada por transporte ativo. No homem, a excregao urinaria e de 65 a 70% 
do nitrato total ingerido; pode exceder a sua ingestao, como consequencia da sintese endogena de nitrato. O maximo 
de excregao de nitrato ocorre apos 5 h da ingestao, retornando ao nivel normal apos 18 h. Niveis menores que 0,1% 
de nitrato tem sido detectados nas fezes. A vida media plasmatica do nitrato e de aproximadamente 6,5 h, e o 
volume de distribuigao e em torno de 33 l. Em geral, o nitrito nao e detectado nos fluidos corporeos ou nos 
tecidos, assim como nao e excretado pelo leite. No sangue, o nitrito sofre rapido declinio na sua concentragao 
devido a interagao com a hemoglobina e outros compostos endogenos. A principal rota de excregao do nitrito e pela 
urina, nao sendo secretado pela saliva ou bile em quantidades significativas. O metabolito mais importante do 
nitrato e o nitrito. No entanto, como o nitrito reage rapidamente, nao e facilmente detectado. Assim, a formagao de 
metemoglobina (a qual e produzida pelo nitrito) e geralmente utilizada como um indicador da formagao de nitrito. 
No homem, a redugao do nitrato ocorre principalmente na cavidade bucal; lactentes menores de 3 meses de idade 
sao altamente suscetiveis a redugao bacteriana no estomago, resultado da baixa produgao de acido gastrico por este 
orgao. O mais importante efeito toxico agudo decorrente da ingestao de nitrato e nitrito e a metemoglobinemia. O 
nitrito interage com a hemoglobina (Hb) do sangue, oxidando-a a metemoglobina (MeHb). Nesta reagao, o atomo 
de ferro (II) do grupo heme e oxidado a ferro (III). Como a metemoglobina nao se liga de forma reversivel ao 
oxigenio, como acontece com a hemoglobina, ocorre uma redugao no transporte do oxigenio dos alveolos 
pulmonares para os tecidos. Quando os niveis de exposigao ao nitrito sao baixos, a formagao de MeHb e reversivel, 
sendo catalisada pela enzima NADH - MeHb redutase. Quando o nivel de exposigao e elevado, o sistema de 
redugao e saturado, resultando em um aumento da concentragao de MeHb no sangue. Niveis de MeHb de 10% 
produzem cianose assintomatica, enquanto niveis de 20 a 50% levam a cianose com sintomas de hipoxia, dispneia, 
dores de cabega, taquicardia e perda da consciencia. A concentragao letal de MeHb nao e conhecida, mas verificou- 
se que, em concentragoes superiores a 50%, ocorre morte. Lactentes, principalmente criangas com menos de 3 
meses, sao mais suscetiveis a metemoglobinemia do que os adultos, pelo fato de apresentarem deficiencia 
fisiologica transitoria da metemoglobina redutase (diaforase reduzida) ou de seu cofator NADH. Embora a 
metemoglobinemia seja, a principio, o mais importante efeito da exposigao a nitrato e nitrito, varios estudos sobre a 
exposigao a essas substancias tem sido ligados a uma variedade de outros efeitos adversos, como aumento da 
tireoide, hipertensao e ate efeitos carcinogenicos devido a formagao de compostos N-nitrosos. 1 ' 

Finalidadeda analise 

Avaliar a presenga de nitrato e nitrito em produtos cameos curados, visando ao controle de qualidade com vista a 
agoes de vigilancia sanitaria. 

Metodo ana tico 


■ Fundamento do metodo 

Neste capitulo e apresentado um metodo de analise por injegao em fluxo (FIA, flow injection analysis ) com 
detecgao espectrofotometrica para a detenninagao de nitrato e nitrito em produtos carneos. O metodo baseia-se na 
determinagao do nitrato e nitrito por meio de um complexo ternario FeSCNNO + formado a partir de NO, ferro (II) e 
tiocianato (SCNQ em meio acido. O NO e gerado em duas etapas: (i) redugao do nitrato a nitrito em coluna de 
cadmio coperizado e (ii) redugao do nitrito a NO em meio acido, utilizando acido sulfurico. 8 

As reagoes envolvidas na formagao do complexo ternario estao descritas a seguir: 

No-££E!UN0 2 - 

3 NOc + 2 H,0 + —>2 NO + N0 3 " + 3 H^O 
Fe 2+ +SCN-^FeSCN + 


FeSCN + + NO ^ FeSCNNO + 





O complexo FeSCNNO + absorve na regiao do visivel do espectro eletromagnetico com um maximo de 
absorvancia em 460 nm; a absorvancia e proporcional a concentragao de nitrato e nitrito. 

A frequencia de determinagao no sistema FIA, apos o preparo da amostra, e de 30 e 40 determinagoes por hora 
para nitrato e nitrito, respectivamente; o metodo apresenta, em relagao ao metodo espectrofotometrico oficial 
recomendado pela AO AC (Association of Official Analytical Chemists), 9 as seguintes vantagens: emprego de 
reagentes nao carcinogenicos, baixo consumo de reagentes, elevada frequencia analitica e menor manipulagao das 
amostras. 

■ Amostragem 

Amostras de came curada (salsichas e linguigas) poderao ser adquiridas (escolhidas ao acaso) no comercio da 
regiao. As amostras podem ser congeladas a-18°C por um periodo de ate 1 mes. 

■ Reagentes e solucoes 

Todas as solugoes deverao ser preparadas utilizando agua deionizada ou purificada em sistema Milli-Q® 
(Millipore®). Os padroes analiticos de NaN0 2 e NaN0 3 deverao apresentar pureza de, no minimo, 99%. Sao elas: 

• Solugao padrao-estoque de nitrito. Preparar uma solugao de concentragao 100 mg/f a partir da dissolugao de 

0,150 g de NaN0 2 , previamente seco em estufa a 110°C, em balao volumetrico de 1.000 mf 

• Solugoes padrao de trabalho de nitrito. A partir da solugaoestoque de nitrito, mediante diluigao com agua, 
preparar, antes do uso, solugoes de nitrito nas concentragoes de 0,30; 0,60; 0,90; 1,20; 1,50; 1,80; 2,10; 2,40; 
2,70 e 3,00 mg/f 

• Solugao padrao-estoque de nitrato. Preparar uma solugao de concentragao 100 mg/f a partir da dissolugao de 
0,137 g de NaN0 3 , previamente seco em estufa a 110°C/1 h, em balao volumetrico de 1.000 mf 

• Solugao padrao de trabalho de nitrato. A partir da solugaoestoque de nitrato, mediante diluigao com agua, 
preparar antes do uso solugoes de nitrato nas concentragoes de 1,00; 3,00; 5,00; 7,00 e 10,0 mg/f 

• Solugao de sulfato de cobre 2% m/v e EDTA 0,10 mol/f. Transferir 3,7 g de EDTA e 2,0 g de CuS0 4 .5H 2 0 

para um balao volumetrico de 100 mf e completar o volume com agua 

Solugao basica concentrada. Preparar a solugao basica (NH 4 C1 1,87 mol/f, Na 2 B 4 0 7 0,1 mol/f e Na 2 EDTA 2,7 
x 10 3 mol/f) em balao volumetrico de 1.000 mf a partir da dissolugao de 100 g de NH 4 C1, 20 g de 
Na 2 B 4 O 7 .10FI 2 O e 1,0 g de Na 2 EDTA em agua. Ajustar o pH da solugao resultante para 8,5 com solugao de 
NH 4 OH 1 mol/f, com a utilizagao de um pH-metro 

• Solugao basica diluida. Diluir 5,0 mf da solugao basica concentrada em um balao volumetrico de 500 mf com 
agua. Medir o pH e, caso necessario, ajustar para 8,5 com solugao de NH 4 OH 1 mol/f 

• Solugao de sulfato ferroso (R,). A solugao de ferro (II) 0,010 mol/f e preparada a partir da dissolugao de 0,392 
g de FeS0 4 .(NH 4 ) 2 S0 4 .6H 2 0 em H 2 S0 4 1 mol/f em balao volumetrico de 100 mf 

• Solugao de tiocianato de potassio (R 2 ). Dissolver 9,718 g de KSCN em um balao volumetrico de 250 mf com 
agua (concentragao final de 0,4 mol/f) 

• Solugao de acetato de zinco. A solugao de acetato de zinco 1,0 mol/f e preparada a partir da dissolugao 21,95 g 
de Zn[CH 3 COO] 2 com aproximadamente 80 mf de agua quente. Em temperatura ambiente, esta solugao e 
transferida para balao volumetrico de 100 mf e completado o volume com agua 

Solugao de hexacianoferrato de potassio. A solugao de hexacianoferrato de potassio 0,25 mol/f e preparada a 
partir da dissolugao 10,55 g de K 4 [Fe(CN) 6 ] com agua em balao volumetrico de 100 mf 

• Sulfato de zinco (ZnS0 4 ) 

• Sulfato de cadmio (ZnS0 4 ) 

• Bastao de zinco puro (diametro 6 mm). 

■ Equipamentos e acessorios 

O sistema FIA e constituido por: 

• Bomba peristaltica de quatro canais (Ismatec®, Suiga) 


• Tubos de tygon com diametros intemos variados (0,8; 1,2 e 1,4 mm) 

• Injetor proporcional de duas segoes de comutagao construldo em acrllico 

Espectrofotometro (Femto®, Brasil) provido de cela de fluxo de vidro, com 10 mm de caminho optico e 
registrador (Intralab®, Brasil). 

O sistema FIA para a determinagao de nitrito e nitrato devera ser montado conforme esquema apresentado na 
Figura 47.1. 

■ Procedimento anah'tico 

Preparo da coluna de cadmio coperizado 

• Colocar bastoes de zinco em uma proveta contendo 50 ml de solugao de sulfato de cadmio 20% (m/v) 

• Apos 2 a 3 h, retirar o deposito esponjoso formado ao redor do bastao com o auxilio de uma espatula e colocar 
diretamente em um bequer contendo agua (observagao: o Cd deve ser sempre mantido submerso na agua) 

• Transferir, em seguida, o cadmio formado com aproximadamente 200 m 1 de agua a um liquidificador, 
triturando-o por 2 a 3 s 

• Peneirar o cadmio triturado, ainda em agua, em uma peneira de 40 malhas. Em seguida, lavar com uma solugao 
de sulfato de cobre 2 % (m/v) e EDTA 0,1 mol/1 

• Em uma coluna de vidro de aproximadamente 75 mm de comprimento e 3 mm de diametro intemo, colocar uma 
pequena quantidade de la de vidro em uma das extremidades e, com a ajuda de uma espatula e de agua, 
transferir o cadmio, sendo sempre lavado com agua e compactado com a ajuda de uma agulha 

• Apos preenchimento da coluna, tampar a extremidade com la de vidro e conectar tubos para acoplar a coluna ao 
sistema FIA. 

Ativagao da coluna 

Antes da determinagao de nitrato, passar pela coluna 40 ml de solugao basica concentrada, 40 ml de nitrato 100 
mg/1 e aproximadamente 40 ml de solugao basica diluida, para que ocorra sua ativagao. 

Avaliacao da eficiencia da coluna de cadmio 

Determinar a eficiencia de redugao da coluna de cadmio pela introdugao de padroes de nitrato e nitrito de 
concentragao 3,0 mg/1 pela alga de amostragem do sistema FIA (Figura 47.1, configuragao para nitrato) com e sem 
a coluna de cadmio. Podem ser considerados aceitaveis valores de eficiencia acima de 70%. Cabe esclarecer que, 
como a redugao do nitrato e realizada em fluxo, ela nao e quantitativa; no entanto, deve ser repetitiva. 

Regeneraqao da coluna de cadmio 

Apos uso, a regeneragao da coluna e realizada mediante a percolagao de 20 ml de solugao basica concentrada com 
20 ml de solugao de nitrato 100 mg/1, seguida de 30 ml de agua, 30 ml de solugao basica concentrada, 20 ml de 
agua e, por ultimo, 20 ml de solugao basica diluida. 
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Figura 47.1 Sistemas FIA para a determinagao de nitrito e nitrato. A: amostra; solugao basica dilulda (1,2 
mf/min); solugao de sulfato ferroso (1,2 mf/min); R 2 : solugao de tiocianato (1,2 mt/min); L: alga de amostragem 
(300 gf); C: coluna de cadmio (75 mm x 3 mm); B: bobina de reagao (100 cm), R: registrador e D: descarte. 

Curva analitica para o nitrato e nitrito 

Apos a ativagao da coluna, obter fiagramas utilizando as configuragoes dos sistemas FIA apresentados na Figura 
47.1 e as solugoes-padrao de trabalho de nitrato nas concentragoes de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg/£. Retirar a 
coluna de cadmio coperizado do sistema e obter o fiagrama para o nitrito, utilizando as solugoes-padrao de trabalho 
de nitrito nos seguintes niveis de concentragao: 0,3; 0,6; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg/£. 

Preparo da amostra 

As amostras deverao ser trituradas em liquidificador ate a obtengao de massa homogenea, pesadas (5,00 g) e 
submetidas a extragao. Apos pesagem, as amostras poderao ser armazenadas em congelador a -18°C, por um 
periodo de ate 1 mes. 

Extragao do nitrato e nitrito da matriz e clarificagao do extrato 

A extragao deve ser realizada em pH neutro ou levemente alcalino, uma vez que o nitrito e instavel em pH menor 
que 5."' Dependendo da matriz, apos a obtengao do extrato contendo nitrato e nitrito, ha necessidade de que este 
extrato passe por um processo de clarificagao. Tal processo do extrato contendo nitrato e/ou nitrito e fundamental, 
uma vez que, para alguns metodos analiticos, como a espectrofotometria, sao necessarios extratos limpidos. Para 
tanto, o acetato de zinco + hexacianoferrato de potassio (reagente de Carrez) tern sido o mais utilizado. 11 14 

• Extrair o nitrato e o nitrito a partir da matriz homogeneizada (5,00 g), adicionando a amostra 40 m£ de agua e 
pre-aquecida a 70 a 80°C 

• Aquecer a solugao em banlio-maria, em ebuligao, por 15 min 

• Apos esfriar, adicionar 2 m£ de hexacianoferrato de potassio 0,25 mol/£ e 2 m£ de acetato de zinco 1,0 mol/£ 
para clarificagao do extrato 9 

A solugao devera permanecer em repouso por 30 min e, posteriormente, ser transferida para balao volumetrico 


























































de 100 mb, e seu volume completado com agua 
• Filtrar a solugao em papel de filtro qualitativo Whatman. 

Determinate) do nitrato e nitrito por analisepor injeqao em fluxo 

O extrato clarificado obtido e analisado por FIA, empregando o sistema apresentado na Figura 47.1. O sistema 
utilizado para a detenu inagao de nitrato e o mesmo que para o nitrito com a modificagao da introdugao do 
carregador C i e uma coluna de cadmio esponjoso (C). A coluna de cadmio tern a finalidade da redugao do nitrato a 
nitrito anterior a reagao de formagao do produto da reagao que absorve em 460 nm. Esta reagao e favorecida em 
meio alcalino. 1 No entanto, apos a redugao do nitrato, o meio necessita ser neutralizado e acidificado para a 
geragao do NO a partir do nitrito. 

A quantificagao e realizada por calibragao externa. Para tanto, sao construidas curvas analiticas para nitrato e 
nitrito, na faixa de concentragao de 1,00 a 10,0 mg II e 0,300 a 3,00 mg/ 1 , respectivamente. Os extratos 
provenientes das amostras sao diluidos com agua, de tal modo que o valor de absorvancia se situe no meio da curva 
analitica. 

Um fiagrama caracteristico para o nitrato esta apresentado na Figura 47.2. As injegoes foram feitas em triplicata. 
O fiagrama do nitrito tern perfil semelhante ao do nitrato. 

Apos obter o fiagrama para todos os niveis de concentragao da curva analitica, analisar as solugoes recem- 
preparadas das amostras. E importante intercalar entre a analise das amostras (triplicata) uma solugao padrao de 
trabalho da curva analitica (concentragao no meio da curva analitica) para verificar a eficiencia da coluna de cadmio. 
Se o sinal (absorvancia) diminuir em 5% em relagao a leitura inicial, a coluna de cadmio deve ser regenerada 
conforme procedimento anteriormente descrito. 

Calculos 

Curva analitica 

A partir dos fiagramas obtidos para o nitrato e nitrito, construir as curvas analiticas, usando a regressao linear 
pelo metodo dos minimos quadrados e descrever as equagoes das retas obtidas e o coeficiente de correlagao (r). A 
equagao da reta deve ser y = mx+b, em que yea absorvancia do pico em 460 nm, x e a concentragao do ion em mg/ 
i , m e o coeficiente angular (sensibilidade) e b e o coeficiente linear. E importante observar que, usando um 
registrador, e necessario converter a unidade de medida da altura do pico lida no grafico (cm ou mm) para unidades 
de absorvancia. 


C 



Figura 47.2 Fiagrama caracteristico. Concentragao de nitrato (mg/1): (a) 2,0; (b) 4,0; (c) 6,0; (d) 8,0; (e) 10,0. 


Exemplo de curvas analiticas caracteristicas e seus respectivos parametros analiticos estao apresentados na 
































































Figura 47.3. 


Concentragao de nitrato e nitrito na amostra 

A partir da leitura da absorvancia obtida para a amostra e da equagao que descreve a curva analitica 
correspondente para o nitrato, calcular a concentragao de nitrato de sodio (mg/kg) no produto cameo pela seguinte 
equagao: 


c x , 


NaSO , 


y-b 

m 


MM V . 


NaNO 


MM 


X 


100 


NO, 


M 


am 


(i) 


Em que MM: massa molar; M am : massa da amostra (g) inicialmente pesada. 

Para calcular a concentragao de nitrito, deve-se usar a mesma equagao, substituindo as massas molares do nitrato 
de sodio e nitrato para as de nitrito de sodio e nitrito, respectivamente. 

Expressar o resultado final como teor medio de nitrato de sodio e nitrito de sodio de tres determinagoes ± 
estimativa do desvio padrao (s). 


■ Para metros de validagao 

Estabelecer os parametros de validagao do metodo: faixa linear, linearidade, sensibilidade, precisao (intraensaio), 
limite de quantificagao e exatidao. 

Como exemplos, sao apresentados a seguir parametros de validagao do metodo FIA para a determinagao de 
nitrato e nitrito em linguiga (Quadro 47.1). 

A exatidao do metodo pode ser avaliada mediante o teste de recuperagao ou por comparagao de resultados obtidos 
na determinagao de nitrato e nitrito nas amostras de produtos carneos analisadas pelo metodo FIA e o metodo 
recomendado pela AOAC. 9 Avaliar os resultados obtidos mediante teste “t” a um nivel de confianga de 95%. 


Interpreta^ao analitica 

No Brasil, a atribuigao da fungao de aditivos de seus limites maximos de uso em carne e produtos cameos e 
regulamentada pela Portaria n° 1.004, de 11 de dezembro de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do 
Ministerio da Saude, que permite o uso dos sais de sodio e potassio de nitrito e nitrato e estabelece para produtos 
cameos, exceto para charque brasileiro, quantidade residual maxima de 150 mg/kg e 300 mg/kg para nitrito e 
nitrato, respectivamente, expressos como sal de sodio. 16 
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Concentra^ao (mg L -1 ) 


Equates das retas 

Nitrato Nitrito 

y = 0,0819x - 0,0746 y = 0,162x - 0,0246 

r = 0,9973 r = 0,9972 

Figura 47.3 Curvas analiticas para nitrito e nitrato e as respectivas equapoes da reta e coeficientes de correlapao. 


Quadro 47.1 Parametros de validagao do metodo de analise por injegao em fluxo (FIA) na determinagao de nitrato (N0 3 ) e nitrito (N0 2 ) em 
lingulas. 


Parametros 

NOj- 

NOf 

Faixa linear (mg.r 1 ) 

1,00 a 5,00 

0,300 a 3,00 

Linearidade 

0,9973 

0,9972 

Sensibilidade (unidades de absorvanda mg.r 1 ) 

0,0819 

0,162 

Limite de quantificagao do metodo (mg.kg -1 )* 

20,0 

13,0 

Recupera^ao (%) 

93 a 110 

88 a 97 

Repetitividade intraensaio (% RSD, n = 6) 

(1) 1,00 mg.£ 1 N0 3 e0,30mg.£ 1 N0 2 

3,78 

3,50 




(2) 3,00 mg.r 1 11 N0 3 ~ e 1,50 mg.r 1 NOd 

1,19 

1,06 

(3) 5,00 mg.r 1 N0 3 e 3,00 mg.r 1 NOd 

0,760 

0,930 


*RSD: relative standard deviation ; calculado para massa da amostra de 5,0 g. 


Verificar se os resultados obtidos para as amostras de produtos carneos atendem aos valores estabelecidos por 
essa Portaria. 

Outros metodos 

A tecnica analitica mais amplamente empregada na determinagao de nitrato e nitrato, por sua simplicidade, e a 
espectrofotometria; no entanto, varias outras tecnicas tem sido empregadas na determinagao desses ions em 
diversas matrizes, entre essas, a cromatografia liquida de alta eficiencia com detectores UV-Vis, fluorescencia e 
eletroquimico, cromatografia de ions, quimiluminescencia e poteneiometria. n 19 

O metodo recomendado pela AOAC 9 para a determinagao de nitrato e nitrito tem por base a reagao do nitrito com 
uma amina primaria aromatica em meio acido para formar um sal de diazonio, que, por sua vez, reage com um 
composto aromatico formando um azo-composto (reagao de Griess ), que absorve na regiao do visivel do espectro 
eletromagnetico. O ion nitrato e determinado, geralmente, como ion nitrito, apos redugao em coluna de cadmio 
esponjoso. 920 As desvantagens dessa metodologia sao: emprego de substancias potencialmente carcinogenicas, 
elevado consumo de reagentes e baixa frequencia de amostragem. 
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Introdu^ao 

Paracetamol ou acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol) e um analgesico e antipiretico dos mais consumidos no 
Brasil e outros palses. E conliecido como medicamento seguro em doses terapeuticas e hepatotoxico quando 
ingerido em doses acima de 150 mg/kg por adultos ou de 200 mg/kg por crianpas. 1 

A medida da concentrapao do medicamento no soro ou plasma torna possivel o diagnostico e o inicio rapido do 
tratamento da intoxicapao pelo paracetamol com mais eficacia do que a informapao da dose ingerida. 

Eventos bioquimicos e metabolicos que ocorrem nos estagios iniciais de toxicidade do paracetamol tern sido 
descritos, mas ainda nao e conliecido o mecanismo preciso que leva a morte do hepatocito. Estresse oxidativo, 
formapao de nitrotirosina, citocinas inflamatorias, efeitos sobre o metabolismo hepatico com inibipao da cadeia 
respiratoria e deplepao de glicogenio sao alguns fatores identificados que contribuem para a hepatotoxicidade do 
paracetamol. 

Dados obtidos pelos Centros de Informapao Toxicologica do Brasil mostram que o paracetamol causou de 7 a 
10% das intoxicapoes humanas. 5,6 

Disposi^ao no organismo 

A absorpao do paracetamol ocorre no trato gastrintestinal, com o pico plasmatico sendo alcanpado entre 40 e 60 
min. Apresenta alta biodisponibilidade (60 a 95%), o volume de distribuipao e de 0,8 a 1 f/kg e se liga de 10 a 30% 
a proteinas plasmaticas. 7 

Apos a absorpao, mais de 90% do paracetamol e conjugado no figado com acido glicuronico e sulfato, e os 
produtos sao excretados na urina. De 5 a 10% do paracetamol e oxidado por isoformas CYP450 
(predominantemente CYP2E1) a N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), um produto toxico. Em condipoes de 
ingestao de doses terapeuticas, o NAPQI e conjugado com a glutationa e posteriormente excretado na urina. Nos 
casos de sobredose, a glutationa sofre deplepao, causando aumento na disponibilidade de NAPQI que se liga a 
macromoleculas celulares promovendo dano aos hepatocitos e morte celular. Isso ocorre quando os niveis de 
glutationa alcanpam menos de 30% do normal. O tempo de meia-vida (t'A) e de 1 a 3 h, podendo chegar a ate 12 h 
em situapoes de sobredose. 

Apos uma sobredose de paracetamol, a recomendapao corrente e medir a concentrapao serica ou plasmatica do 
medicamento, 4 h apos a sua ingestao. Esta concentrapao, plotada em um nomograma, pode avaliar o risco de 
hepatotoxicidade do paciente. 





Finalidadeda analise 


A determinagao de paracetamol em plasma e de interesse na toxicologia de urgencia. 9 11 Concentragoes 
sangulneas deste farmaco sao usadas para avaliar o risco de hepatoxicidade apos a ingestao do medicamento e 
identificar o uso de paracetamol em pacientes com lesao hepatica aguda quando a anamnese do caso nao esta clara. 

O nomograma de Rummack-Matthew (1975) 12 e util para determinar a probabilidade de dano hepatico, em 
fungao da concentragao de paracetamol e tempo pos-ingestao. Por exemplo, quando a concentragao do medicamento 
excede 300 pg/m£, 4 h ou mais apos a ingestao, ou 50 pg/m£, 12 h ou mais apos a ingestao, ou quando a sua meia- 
vida biologica no soro ou plasma excede 4 h. Nesse caso, o tratamento com o antidoto N-acetilcisteina (NAC) deve 
ser iniciado o mais rapido possivel para minimizar ou evitar o dano hepatocelular. A eficacia do NAC diminui 
rapidamente 12 a 24 h apos a ingestao do paracetamol. Portanto, a dosagem serica ou plasmatica de paracetamol no 
estagio inicial da intoxicagao pode definir se o tratamento com NAC e indicado. 

Metodo analotico 


■ Fundamento do metodo 

O soro ou plasma e desproteinizado com acido tricloroacetico e o sobrenadante e tratado com nitrito de sodio 
para formar 2-nitro-4-acetaminofenol. Este, em meio alcalino, forma um produto de cor amarela, cuja intensidade 
de coloragao e proporcional a concentragao de paracetamol na amostra. 13 

■ Amostragem 

O paracetamol pode ser determinado em amostras biologicas como soro ou plasma. No caso de plasma, e 
necessario coletar a amostra de sangue com heparina e conserva-la entre 4 e 8°C. Se a analise nao for realizada 
dentro de 24 h, congelar a amostra. E estavel nessas condigoes por, no minimo, 6 meses. No caso de coleta de 
sangue, o paciente deve estar em jejum minimo de 4 h. Em casos de analise de urgencia, o jejum pode ser 
dispensado. Ij 

■ Reagentes e solucoes 

• Solugao padrao de paracetamol (300 pg/mf); conservar entre 4 e 8°C 

• Acido tricloroacetico 3% (TCA 3%); estavel em temperatura ambiente 

• Nitrito de sodio 0,07 M (NaN0 2 0,07 M), de prepare recente; e necessario manter entre 4 e 8°C e e estavel por 
3 dias 

• Hidroxido de sodio 8 M (NaOH 8 M); estavel em temperatura ambiente. 

■ Equipamentos e acessorios 

• Espectrofotometro na regiao do visivel (430 mn) 

• Agitador (vortex) 

• Centrifuga 

• Banho de agua (37°C). 

■ Procedimento analitico 

• Transferir para 3 tubos de centrifuga, respectivamente, 0,5 ml de soro ou plasma (amostra); 0,5 m£ de agua 
destilada (branco de reativo) e 0,5 m£ de soro controle (comercial) 

• Adicionar 3 m£ da solugao de TCA 3% 

• Agitar no vortex por 30 s 

• Centrifugar os tubos a 2.500 rpm, durante 10 min 

• Pipetar 2 m£ do sobrenadante para outros 3 tubos de ensaio 

• Adicionar 0,5 m£ de NaN0 2 0,07 M 

• Agitar no vortex por 10 s 





• Manter os tubos em banho de agua a 37°C durante 10 min 

• Retirar os tubos do banho de agua e adicionar 2 gotas de NaOH 8 M 

• Agitar no vortex por 30 s 

• Efetuar a leitura de absorvancia, do produto colorido formado, em 430 mn 

• Zerar o aparelho com o branco de reativo 

• Determinar a concentragao de paracetamol na amostra por meio de uma curva de calibragao construida 
previamente a partir de aliquotas da solugao padrao adicionadas ao branco de soro, plasma ou agua em 
concentragoes correspondentes a 20, 30, 120, 210 e 300 pg de paracetamol/mf. As leituras espectrofotometricas 
sao realizadas contra o branco de reativo. As absorvancias sao projetadas em ordenadas e a concentragao 
(pg/ml) em abscissas. 

■ Parametros de valida^ao 

O limite de quantificagao (LQ) deste metodo e de 20 pg/m i. No intervalo dinamico considerado (20 a 300 
pg/in I:), o metodo e linear e a precisao mostra coeficientes de variagao (CV) entre 1 e 1,6%. O valor medio de 
recuperagao e de 105,5%. 7 

Considera^oes sobre o metodo 

O metodo proposto tern se mostrado adequado para o rapido diagnostico da intoxicagao pelo paracetamol; no 
entanto, o soro de pacientes uremicos 9 pode apresentar resultado falso-positivo na concentragao de paracetamol. 

Amitriptilina, anfetamina, cafeina, clordiazepoxido, clorpromazina, diazepam, difenidramina, fenacetina, 
fenitoina, imipramina, indometacina, lorazepam, meprobamato, metadona, morfina, pentazocina, prometazina, 
teofilina e tolbumanina nao interferem no metodo para a dosagem de paracetamol. 14 

Acido salicilico, cefalexina, diflunisal, fenobarbital, fenilbutazona, neomicina e oxifembutazona, na concentragao 
de 100 mg/f, podem aumentar o paracetamol em ate 20 pg/m 1. Essa interferencia nao e significativa clinicamente 
desde que a amostra seja coletada nas primeiras 4 h apos a ingestao. 1 2 3 4 5 
N-acetilcisteina, utilizado como antidoto na intoxicagao pelo paracetamol, nao interfere no metodo proposto. 1 '’ 

Outros metodos 

Outros metodos disponiveis para a medida de paracetamol incluem espectrofotometria na regiao do ultravioleta, 19 
imunoensaios , 1 ' cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE), 18 ' 19 cromatografia gasosa (CG) 20,21 e 
eletroforese. 22 

Os imunoensaios apresentam resultados falso-positivos na dosagem de paracetamol devido a interferencia 
metodologica de bilirrubina. 10,23 

Das tecnicas correntes, a CLAE e a CG sao tecnicas que exigem equipamentos mais caros, com elevados custos 
operacionais e de manutengao, apesar de sensiveis e especificas. Em razao da simplicidade, rapidez de execugao e 
do baixo custo operacional apresentados, os metodos colorimetricos 7 24 sao aceitos como a tecnica de escolha para a 
quantificagao de paracetamol nas analises de urgencia. 
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Introduce) 

Tolueno e xileno sao hidrocarbonetos aromaticos com origem e produgao na industria petroqulmica e siderurgica. 
Na industria petroquimica, a produgao ocorre por meio dos processos de reformagao catalitica, nos quais os 
hidrocarbonetos naftenicos originados do fracionamento do petroleo sao convertidos em aromaticos. 
Posteriormente, sao separados das fragoes residuais por meio de destilagao fracionada, obtendo-se entao tolueno e 
xileno. Nesse processo, a exposigao a emissao fugitiva de corrente de produto, contendo altas concentragoes desses 
solventes, inclui-se entre os principals riscos a saude. 1 ~ 

Na usina siderurgica, os hidrocarbonetos aromaticos sao originados como subproduto do carvao mineral, no 
processo de produgao do coque. A partir da destilagao fracionada da mistura BTX, contendo benzeno, tolueno e 
xileno, os tres componentes sao separados, obtendo-se assim tolueno e xileno de origem carboquimica/ 

O tolueno e um solvente com inumeras aplicagoes na industria, sendo um constituinte importante na produgao de 
resinas, tintas, thinner e colas; ele esta presente na gasolina e e langado no meio ambiente como contaminante. 
Alem disso, e o mais importante constituinte dos vapores de solventes utilizados como “inalantes” por usuarios de 
droga de abuso. 4 No setor quimico, o tolueno serve como base para produtos, tais como farmacos, vinil tolueno, 
tolueno di-isocianato, trinitrotolueno e antioxidantes. 3 

O acido hipurico e o metabolito do tolueno eliminado na urina em maior proporgao, e pode ser usado no 
monitoramento biologico da exposigao ocupacional a esse solvente. O acido hipurico urinario e classificado como 
biomarcador medianamente seletivo por estar presente na urina de individuos nao expostos ao tolueno, mas 
apresenta boa correlagao com tolueno no ar nas concentragoes encontradas no ambiente de trabalho. 

O xileno e uma mistura de tres diferentes formas isomeras: orto, meta e para, alem de alguma parte de 
etilbenzeno. O metaxileno e o constituinte principal do produto comercial usado como solvente em varios processos 
industrials. 4 A exposigao ocupacional ao xileno isoladamente e rara, geralmente ocorre exposigao simultanea a 
outros solventes organicos, inclusive o tolueno. O xileno esta presente no ambiente em geral, principalmente pela 
emissao de veiculos automotores, devido a sua presenga na gasolina. 4 '' 

O xileno tambem e utilizado na produgao de perfumes, formulagoes de praguicidas, produtos farmaceuticos e nas 




industrias de tinta, de plasticos, de borracha e couro. 5 

Mais de 90% do xileno absorvido e biotransformado em acido metil-hipurico, que e excretado pela urina e 
utilizado para avaliar a exposigao ocupacional aos xilenos, como biomarcador de exposigao. O acido metil-hipurico 
e classificado como biomarcador seletivo, por nao estar presente na urina de individuos nao expostos ao xileno. 6 

Disposi^ao no organismo 

Tolueno e xileno sao liquidos volateis, de elevada lipossolubilidade e, por isso, facilmente absorvidos pelas vias 
pulmonar e cutanea. No entanto, do ponto de vista ocupacional, a via pulmonar e a de maior importancia. Cerca de 
40% do tolueno inalado e absorvido pelos pulmoes e, com relagao ao xileno, essa porcentagem e de 55 a 65%. 6 O 
processo de absorgao ocorre muito rapidamente, em maior quantidade durante os primeiros minutos de exposigao, 
decrescendo de maneira progressiva ate chegar a uma taxa constante, em um periodo de 15 min a 3 h, em exposigao 
continua. 7 

A proporgao da retengao pulmonar desses solventes nao se altera com a intensidade e a duragao da exposigao, 
mas com a ventilagao pulmonar que, dependendo da atividade fisica exercida pelo individuo exposto, podera estar 
alterada e, consequentemente, aumentar a sua absorgao. Estudo realizado com voluntaries mostrou que o aumento 
da frequencia respiratoria, decorrente do aumento da atividade fisica, tern influencia maior na absorgao do xileno e 
influencia relativa na absorgao pulmonar do tolueno. 6 6 

Apos a absorgao, tolueno e xileno sao rapidamente distribuidos para os tecidos, alcangando maior concentragao 
no tecido adiposo, seguidos pela medula ossea, glandulas adrenais, rins, figado e sistema nervoso central. 4 

A biotransformagao e o principal processo pelo qual o organismo elimina tolueno e xileno absorvidos. O 
metabolismo do tolueno e rapido. A excregao urinaria do seu principal metabolito, o acido hipurico, eleva-se no 
periodo de 30 min apos o inicio da exposigao. Acido hipurico e ortocresol tern um tempo de meia-vida biologica 
estimado em 4 a 7 h. 4 

Aproximadamente 20% do tolueno absorvido e eliminado na sua forma inalterada pelo ar expirado, e o restante 
(em torno de 80%) e biotransformado no figado, formando o acido benzoico, o qual, conjugado com a glicina, 
forma o acido hipurico, que e excretado na urina. Uma pequena fragao (1% ou menos) sofre hidroxilagao do anel 
aromatico para formar os isomeros orto, meta e paracresol, que sao excretados na urina, conjugados com substratos 
endogenos (sulfatos e glicuronicos). 4 O tolueno nao metabolizado tambem pode ser encontrado na urina e tern sido 
proposto como biomarcador de exposigao, juntamente com acido hipurico e orto-cresol. 1 " 

Somente 8 a 10% do xileno sao eliminados inalterados pelos pulmoes. 11 A biotransformagao do xileno e parecida 
com a do tolueno, sendo a principal via a oxidagao do radical metila formando o acido metilbenzoico, o qual e 
conjugado com a glicina para formar o acido metil-hipurico. Em tomo de 80 a 90% do xileno absorvido e excretado 
na urina como acido metil-hipurico. A hidroxilagao do anel aromatico leva a formagao dos xilenois que 
correspondem a menos de 3% do xileno absorvido. 4 

A principal agao toxica desses solventes e no sistema nervoso central, que representa o maior risco a saude dos 
trabalhadores. Na exposigao ocupacional a longo prazo, podem ocorrer alteragoes neurocomportamentais e 
neurofisiologicas, nao manifestadas clinicamente. Anarcose e a manifestagao aguda mais importante da exposigao a 
altas concentragoes do tolueno, alem de nauseas, dor de cabega, anorexia, palpitagao, que tambem tern relagao com a 
exposigao ao xileno. 3,5 

Finalidadeda analise 

Os biomarcadores podem ter como finalidade elucidar a relagao causa-efeito e dose-efeito na avaliagao de risco a 
saude; para fins de diagnostico clinico e para fins de monitoramento biologico, realizado de maneira sistematica e 
periodica. 12 

O acido hipurico e o acido metil-hipurico na urina sao os biomarcadores de escolha para avaliar a exposigao 
ocupacional ao tolueno e xileno, respectivamente. 

Tendo em vista que a coexposigao a esses dois agentes quimicos ocorre frequentemente, a determinagao 
simultanea dos dois analitos utilizando o mesmo metodo analitico contribui para uma melhor avaliagao da exposigao 




ocupacional, alem de reduzir tempo e custo operacional do laboratorio. 


Amostragem 

Devido ao curto tempo de meia-vida de excregao urinaria dos acidos hipurico e metil-hipurico, o periodo de 
coleta e um fator critico para avaliar a exposigao aos solventes tolueno e xileno. As amostras de urina devem ser 
coletadas em frascos limpos e secos, no final da jornada de trabalho, e a coleta na tarde de segunda-feira deve ser 
evitada. 13 15 

O armazenamento das amostras de urina deve ser sob refrigeragao e nao ha necessidade do uso de conservantes. 
A concentragao do acido hipurico e acido metil-hipurico praticamente nao e alterada apos o armazenamento da 
amostra de urina durante 4 semanas no freezer, no entanto, a concentragao sera alterada com o armazenamento, sob 
as mesmas condigoes, apos alguns meses. 4 No entanto, Chakroun et al. (2006) 16 demonstraram baixa variabilidade 
no estudo de estabilidade dos analitos nas condigoes de armazenamento em freezer a 4°C e -20°C, em um periodo 
de 12 meses. 

Metodos analiticos 

Varios metodos e diferentes tecnicas analiticas sao propostos para a analise simultanea dos acidos hipurico e 
metil-hipurico em urina, como a cromatografia liquida de alta eficiencia com detector ultravioleta/visivel (CLAE- 
UV/Vis), 14-14 e a cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama (CG-DIC). 19,20 

■ Analise dos acidos hipurico e metil-hipurico em urina por cromatografia gasosa com 
detector de ionizagao de chama 

O uso da cromatografia gasosa (CG) requer, como etapa no preparo da amostra, a extragao do analito, que pode 
ser em fase solida 21, 22 ou por meio de solvente extrator, 15,20,23,24 alem da reagao de derivagao, devido as 
caracteristicas fisico-quimicas dos analitos. A metilagao e a sililagao sao reagoes de derivatizagao usadas para 
aumentar o desempenho analitico em cromatografia gasosa, aumentando a volatilidade de compostos polares. Tanto 
a formagao de produtos esterilicados 1x19,22 24 como sililados 21 possibilitam um bom resultado analitico. 

A determinagao simultanea dos acidos hipurico e metilhipurico urinarios por cromatografia gasosa com detector 
de ionizagao de chama (CG-DIC), utilizando como agente de derivagao trimetilfenilamonio, foi descrita por 
Alvarez-Leite et al. (1994) 19 e modificada por Silva et al. (2002). 1 Em estudos mais recentes utilizando a tecnica 
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, outros agentes derivatizantes como HCl-metanol 1 M 
e tetrafluoroborato de trimetilaxonio foram utilizados com o mesmo proposito na analise simultanea dos acidos 
hipurico e metil-hipurico em urina. 24 22 

Fundamento do metodo 

O metodo baseia-se na extragao liquido-liquido do acido hipurico (AH) e do acido metil-hipurico (AMH) pelo 
acetato de etila, em meio acido, que sao posteriormente esterificados usando-se o iodeto de trimetilfenilamonio. Os 
produtos derivados entao formados sao analisados quantitativamente por cromatografia gasosa com detector de 
ionizagao de chama, usando-se como padrao interno o acido heptadecanoico. 

Reagentes e solucoes 

• Solugao padrao-estoque de acido hipurico (10 mg/ml) em metanohagua 1:1 

• Solugao padrao-estoque de acido metil-hipurico (10 mg/ml) em metanohagua 1:1 

• Solugoes padrao de uso de acido hipurico (AH) e de acido metil-hipurico (AMH) preparadas em pool de urina 
para construgao da curva de calibragao dos respectivos analitos, nas concentragoes de: Pap 0,2 (AH) e 0,1 
(AMH) g/I; Pa 2 : 0,4 (AH) e 0,5 (AMH) g li; Pa 3 : 0,8 (AH) e 0,8 (AMH) g ll; Pa 4 : 1,0 (AH) e 1,0 (AMH) g li; 
Pa 5 : 2,0 (AH) e 1,5 (AMH) g/£ 

• Solugao metanolica de acido heptadecanoico (0,4 g/£), usada como padrao interno 
Iodeto de feniltrimetilamonio (Aldrich®), usado como agente metilante 




• HC1 6 mol/1 (diluir 18,4 ml de HC1, densidade =1,19 g/1, para 1 1 de solugao) 

• Acetato de etila 

• Sulfato de sodio anidro. 

Equipamento e acessorios 

• Cromatografo a gas, equipado com detector de ionizagao de chama (Agilent®-Modelo 5890), coluna capilar HP- 
1 (25 m de comprimento; 0,2 mm de diametro interno; filme interno com espessura de 0,33 mm) 

• Condigoes cromatograficas 

0 Menor temperatura do injetor: 22°C; temperatura do detector: 250°C; temperatura da coluna: temperatura 
inicial de 200°C por 3 min, rampa de 25°C/min e temperatura final: 225°C por 1,5 min 
° Menor vazao do gas de arraste: 0,2 ml/min 
° Menor injegao no modo split (1/8). 

Procedimento analitico 

O procedimento analitico corresponde a seguinte sequencia: 

• Transferir respectivamente 0,5 ml da amostra, 0,5 ml de pool de urina - “branco” e 0,5 ml das solugoes 
padrao de uso de AH e AMH para tubos de vidro rotulados, respectivamente, com A (amostra), Br (“branco”), 
Pa l5 Pa 2 , Pa 3 , Pa 4 e Pa 5 . Submeter todos os tubos a mesma sequencia analitica descrita a seguir 

Adicionar 0,2 ml de HC1 6 mol/1 e 4 ml de acetato de etila 

• Agitar por cerca de 1 min em agitador mecanico (2.500 rpm) 

• Transferir, apos a separagao das fases, 3,5 ml da fase organica para outros tubos limpos e secos, contendo 200 
mg de sulfato de sodio anidro 

• Agitar os tubos novamente e transferir 3,0 ml da fase organica para tubos de centrifuga 

• Adicionar 0,5 ml de solugao metanolica de acido heptadecanoico (padrao interno, PI) e evaporar a solugao 
organica ate residuo em banho de agua a 70°C, sob fluxo de nitrogenio 

• Resfriar os tubos e adicionar 150 pi de agente metilante (iodeto de trimetilfenilamonio) 

• Agitar os tubos por 1 min em agitador mecanico 

• Coletar 1 pi do extrato obtido e injetar no sistema cromatografico (CG-DIC). 

Calculos 

• Calcular a relagao entre as areas dos picos analiticos de AH e AMH (numerador) em relagao a area do pico 
analitico do PI (denominador) 

• Subtrair a relagao de areas obtidas no cromatograma para AH apos a analise do “branco”, das relagoes de areas 
encontradas para cada solugao padrao de AH 

• Construir a curva de calibragao de AH a partir das relagoes de areas descritas no item anterior 

• Construir a curva de calibragao de AMH a partir das relagoes de areas encontradas para cada solugao padrao de 
AMH 

• Encontrar a concentragao da amostra usando a curva de calibragao de cada analito 

• Corrigir as concentragoes de AH e AMH pelo valor de creatinina da amostra. 

Parametros de valida^ao 

De acordo com Silva et al. (2002), 1 ' o tempo de retengao (TR) apresentado para AH e AMH e, respectivamente, 
2,0 e 2,7 min; e o tempo de retengao relativo (TRR) ao acido heptadecanoico apresentado para AH e AMH e, 
respectivamente, 0,45 e 0,57 min. Aresposta linear foi na faixa de 0,25 a 3,0 mg/1 (R = 0,9933) para AH e 0,5 a 
3,0 mg/1 (R 2 = 0,9986) para AMH. 

O percentual de recuperagao (media) para AH e AMH e, respectivamente, 95,6 e 100% no estudo de Silva et al. 
(2002). 15 No estudo realizado por Kongtip et al. (2001), 20 a recuperagao media e, respectivamente, de 96,5 e 
99,9%, e os autores conseguiram separar os isomeros orto, meta e parametil-hipurico. 

Os coeficientes de variagao intra e interensaio encontrados por Silva et al. (2002) 15 para AH sao, 
respectivamente, 2,5 e 4,5%; enquanto, para AMH, sao, respectivamente, 3,9 e 4,1%. Esses valores sao menores 



que aqueles encontrados por Kongtip et al. (2001). 211 

O limite de detecgao (LD) encontrado por Silva et al. (2002) 15 e de 0,125 mg/f para AH e 0,250 mg Ji para 
AMH, inferiores aos encontrados por Kongtip et al. (2001). 211 Saito e Takeichi (2002) 21 encontraram um LD de 1,0 
e 2,5 mg/f para AH e AMH, respectivamente, por cromatografia gasosa com espectrometro de massas. 

■ Analise dos acidos hipurico e metil-hipurico em urina por cromatografia li'quida de alta 
eficiencia com detector UV/visfvel 

Nos ultimos anos, a cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) vem sendo cada vez mais indicada para esta 
determinagao. u 15-18122,24-2 7 Uma das vantagens dos metodos por CLAE e a nao necessidade de derivar os 
compostos antes da analise cromatografica, tornando-os mais simples, rapidos e economicos. 26 

Alem disso, alguns autores afirmam que o metodo por cromatografia liquida apresenta maior sensibilidade em 
relagao ao metodo por cromatografia gasosa. 1 '’ A cromatografia liquida de alta eficiencia com detector ultravioleta 
tern sido aplicada para determ inagao simultanea dos acidos hipurico e metil-hipurico urinarios. Como etapa no 
preparo da amostra, o metodo requer a extragao do analito por fase solida 21 ou por meio de solvente extrator, 14-18 
ou ate mesmo a microextragao liquido-liquido, ja descrita por Toulabi et al. (2010). 2 

Com pequenas modificagoes no metodo de Inoue et al. (1991), 26 Silva et al. (2002) 1 '' descreveram um metodo 
simples e preciso para a determinagao simultanea do acido hipurico (AH) e acido metil-hipurico (AMH) urinarios 
por CLAE-UV/Vis, o qual, apesar de nao ter possibilitado a separagao dos metabolites dos isomeros do xileno, 
apresentou os parametros analiticos adequados para fins de monitoramento biologico. 

Fundamento do metodo 

O metodo baseia-se na extragao liquido-liquido do acido hipurico (AH) e do acido metil-hipurico (AMH) pelo 
metanol, que sao analisados posteriormente por cromatografia liquida de alta eficiencia com detector UV/Visivel. 

Reagentes e solugoes 

• Solugao padrao-estoque de acido hipurico (10 g Ji) em metanohagua 1:1 

• Solugao padrao-estoque de acido metil-hipurico (10 g/f) em metanohagua 1:1 

• Solugao padrao de acido hipurico em fase movel (0,15 g/f) 

• Solugao padrao de acido metil-hipurico em fase movel (0,15 mg/mf) 

• Solugoes padrao de uso de acido hipurico (AH) e de acido metil-hipurico (AMH) preparadas em pool de urina 
para construgao da curva de calibragao dos respectivos analitos, nas concentragoes de: Pa,: 0,20 (AH) e 0,05 
(AMH) g/f; Pa 2 : 0,50 (AH) e 0,10 (AMH) g/f; Pa 3 : 0,8 (AH) e 0,15 g/f (AMH) g/f; Pa 4 : 1,10 (AH) e 0,20 
(AMH) g/f; Pa 5 : 2,0 (AH) e 0,5 (AMH) g/f 

• Metanol - grau HPLC 

• Acido acetico. 

Equipamento e acessorios 

• Cromatografo a liquido de alta eficiencia, equipado com detector UV G1316 A (Agilent®-Modelo 1100), coluna 
cromatografica Lichrosorb® RP 18 (244x4) com particulas de 5 mm (Merck) 

0 Condigoes cromatograficas 

■ Fase movel: agua: metanol: acido acetico (792:200:8) 

■ Temperatura do compartimento da coluna: 40°C 

■ Vazao da fase movel: 1,3 mf/min 

■ Comprimento de onda: 257 nm. 

Procedimento analitico 

• Transferir, respectivamente, 1,0 mf da amostra, 1,0 mf de pool de urina “branco” e 1,0 mf das solugoes padrao 
de uso de AH e AMH para tubos de centrifuga rotulados, respectivamente, com A (amostra), Br (“branco”), 
Pa,, Pa 2 , Pa 3 , Pa 4 , e Pa 5 . Submeter todos os tubos a mesma sequencia analitica 

Adicionar 1,0 mf de metanol e, em seguida, vedar os tubos com Parafilm® “M” 



• Agitar por 20 s em agitador mecanico (2.500 rpm) 

• Centrifugar a 3.000 rpm por 7 min 

• Coletar 20 pi do sobrenadante e injetar no sistema cromatografico (CLAE-UY/Vis). 

Calculos 

• Subtrair as areas obtidas no cromatograma para AH apos a analise do “branco” das areas analiticas encontradas 
para cada solugao padrao de AH 

• Construir a curva de calibragao de AH a partir das areas descritas no item anterior 

• Construir a curva de calibragao de AMH a partir das areas analiticas encontradas para cada solugao padrao de 
AMH 

• Encontrar a concentragao da amostra usando a curva de calibragao de cada analito 

• Corrigir as concentragoes de AH e AMH pelo valor de creatinina da amostra. 

Parametros de validaqao 

De acordo com Silva et al. (2002), 1 ^ os tempos de retengao (TR) apresentados para AH e AMH sao, 
respectivamente, 6,5 ±0,17 min e 13,0 ± 0,44 min, resultando em uma separagao adequada. 

Aresposta linear foi na faixa de 0,09 a 3,0 mg/b (R : = 0,9999) para AH e 0,032 a 3,0 mg/b (R : = 0,9999) para 
AMH. 

A faixa de recuperagao encontrada no estudo de Silva et al. (2002) 1 '' para AH e AMH e de 96,5 a 100,9% e 76,3 
a 99,7%, respectivamente. Chakroun et al. (2006) 16 encontram porcentagem de recuperagao media de 98,4% para 
AH e de 99,7% para AMH. Posteriormente, Antunes et al. (2008) 1 e Bulcao et al. (2008) IN encontram exatidao 
acima de 98,0% para ambos os biomarcadores, e esses autores conseguem separar os isomeros orto, meta e 
parametil-hipurico. 

Os coeficientes de variagao intra e interensaio encontrados por Silva et al. (2002) 1 para AH sao, 
respectivamente, 3,4 e 10,2% e, para AMH, sao, respectivamente, 4,2 e 10,2%. Valores menores sao encontrados 
por Chakroun et al. (2006) 16 e Antunes et al. (2008). 1 

O limite de detecgao (LD) encontrado por Silva et al. (2002) 1 '' e de 0,046 mg/mb para AH e 0,016 mg/mb para 
AMH, que sao menores que aqueles encontrados por Chakroun et al. (2006). 16 Antunes et al. (2008) 17 encontram 
urn LD de 0,06 mg/i e 0,21 mg/i para AH e AMH, respectivamente, por cromatografia liquida de alta eficiencia 
com detector de arranjo de diodos. 

Interpreta^ao analitica 

A evidencia de risco quimico no ambiente de trabalho e reconhecida com base nos limites permissiveis no meio 
biologico, que sao propostos a partir das informagoes obtidas nos estudos de toxicidade, por meio das relagoes 
dose-resposta, evidencias clinicas ou epidemiologicas e reconhecidos como niveis de advertencia. Nao devem ser 
considerados como valores que separam exposigoes seguras de exposigoes perigosas/ 1 Eles sao estabelecidos por 
diferentes maneiras, dependendo de sua origem (pais e/ou instituigao). 

No Brasil, os limites biologicos de exposigao sao estabelecidos por meio da Lei n° 3.214, Norma 
Regulamentadora n° 7 do Ministerio do Trabalho e Emprego 2 ' como parte do Programa de Controle Medico de 
Saude Ocupacional (PCMSO) e sao denominados como indice biologico maximo permitido (IBMP). A Norma 
Regulamentadora n° 7 estabelece ainda os valores de referenda (VR) dos respectivos biomarcadores para 
individuos nao expostos ocupacionalmente ao agente quimico. Os VR e IBMP para os biomarcadores de exposigao 
de tolueno e xileno sao: 

• Acido hipurico em urina 

° VR: ate 1,5 g/g de creatinina 
° IBMP: 2,5 g/g de creatinina 

• Acido metil-hipurico em urina 
0 VR: nao tern 

0 IBMP: 1,5 g/g de creatinina. 



Varios estudos apresentam boa correlagao entre os niveis dos acidos hipurico e metil-hipurico urinarios e 
intensidade da exposigao ao tolueno e xileno, respectivamente. 4 Devido a rapida excregao dos metabolitos de 
tolueno e xileno na urina, 29 esses biomarcadores tem a finalidade limitada de avaliar uma exposigao recente. 

Fatores que interferem no processo da toxicocinetica dos agentes quimicos devem ser considerados na 
interpretagao dos resultados das analises dos biomarcadores de exposigao. 

Em razao da mesma via de biotransformagao do xileno e tolueno, a coexposigao pode ter interferencia na 
excregao dos seus metabolitos. No entanto, parece que essa interferencia ocorre somente em exposigao muito 
intensa. 30 Do mesmo modo ocorre com a coexposigao ao benzeno. 4 

A biotransformagao do xileno a acido metil-hipurico e inibida na presenga de etanol e acido acetilsalicilico. 5,29 

Alguns estudos tem indicado que o cigarro e o alcool constituem importante fonte externa para variagao da 
determinagao do acido hipurico urinario.' O habito de fumar pode induzir a biotransformagao do tolueno/ 1 e o 
alcool inibi-lo; neste caso, causando a diminuigao do acido hipurico urinario e aumentando sua dose interna. 29 No 
entanto, para individuos nao expostos ocupacionalmente ao tolueno, nao foi encontrada diferenga significativa nos 
niveis de acido hipurico urinario entre os grupos-controle e grupos de usuarios de alcool e cigarro/ 2 

O acido hipurico e um constituinte normal na urina de individuos nao expostos ao tolueno, e a dieta e um fator 
importante para a variagao interindividual observada na excregao do acido hipurico urinario. Uma dieta contendo 
acido benzoico ou benzoatos, que sao usados como conservantes de alimentos industrializados, resulta em um 
aumento significativo na excregao do acido hipurico pela urina. 3 4 5 6 7 8 Um estudo realizado com voluntaries sadios, que 
consumiram 360 mg de cafeina diaria por meio da ingestao de cha-preto e cha-verde, mostrou que a ingestao dos 
dois chas resultou em um aumento da concentragao do acido hipurico urinario. 2 ^ 

Considerando os valores de referencia do acido hipurico e sua alta variagao, a utilizagao deste biomarcador na 
avaliagao de exposigao individual e limitada; no entanto, do ponto de vista da exposigao de grupo de trabalhadores, 
pode ser suficientemente sensivel e adequado. 

Outros metodos 

Sao descritos outros metodos analiticos utilizando a cromatografia gasosa ou liquida acoplada ao espectrometro 
de mass as, 21 25 que apesar de ser uma tecnica analitica excepcional, requer equipamentos com custo e manutengao 
excessivos. Mais recentemente, a tecnica de cromatografia liquida de alta eficiencia com detector de arranjo de 
diodos (CLAE-DAD) foi utilizada para determinagao dos acidos hipurico e metil-hipurico em analise simultanea e 

individual. 1647 ’ 33 ’ 34 

Com relagao ao metodo de analise para determinagao dos acidos hipurico e metil-hipurico urinarios por 
cromatografia acoplada ao espectrometro de massas, este apresenta elevada sensibilidade e seletividade sem a 
interferencia de outras substancias coextraidas. Portanto, e um metodo que fornece uma ferramenta mais potente 
para avaliagao da exposigao abaixas concentragoes dos solventes tolueno e xileno, como nas exposigoes ambientais. 
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